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RESUMO

Objetivo: Estabelecer uma rotina de extragao dos niveis totais de
CoQ,, em plasma humano por meio da andlise por Cromatografia
Liquida de Ultra Alta Eficiéncia (UHPLC). Métodos: foram testados
dois protocolos de extragdo: a) metanol:hexano e b) 1-propanol. Os
seguintes parametros foram analisados: temperatura de extragao
(19°C e 4°C), tubos de extracao (vidro e polipropileno), surfactantes
(SDS, Triton X-100, Tween-20) em diferentes concentracdes 1%, 3%,
5% e 10%. Resultados: Os resultados mostraram que o método de
extracao de CoQ,, em amostra de plasma humano, a 4°C, utilizando-se
os solventes metanol:hexano (85:15, v/v) na presenca do surfactante
Tween-20 a 3% e tubos de polipropileno apresentou melhor eficiéncia
e reprodutibilidade quando comparado ao método com 1-propanol.
Conclusdo: A adicdo do surfactante Tween-20 no processo de
preparacdo de amostra promoveu um aumento na recuperagao da
CoQ,, pelo método de extragdo metanol:hexano observada pela boa
reprodutibilidade das prelicatas, pelo baixo coeficiente de variacéo e
alta sensibilidade uma vez que a CoQ, ; foi detectada em amostras de
plasma de um individuo controle utilizando-se um detector do tipo UV.
Além disso, a utilizagao de um equipamento de UHPLC proporcionou
a obtencdo de uma andlise com tempo total de corrida de 3,5
minutos, o que viabiliza a obtengao réapida de resultados, considerado
mandatério para rotinas laboratoriais.

Descritores: Coenzimas; Surfactantes; Cromatografia liquida

ABSTRACT

Objective: To establish a routine for the extraction of the total levels
of CoQ,; in human plasma through the Ultra High Performance Liquid
Chromatography (UHPLC). Methods: Two extraction protocols

were tested: a) methanol: hexane and b) 1-propanol. The following
parameters were analyzed: extraction temperature (19°C and 4°C),
extraction tubes (glass and polypropylene), and surfactants (SDS,
Triton X-100, Tween-20) at different concentrations, i.e., 1%,
3%, 5% and 10%. Results: The results showed that the method
of extraction of CoQ,; in a sample of human plasma at 4°C, using
solvents methanol: hexane (85:15, v/v) in the presence of surfactant
Tween-20 at 3% and polypropylene tubes showed better efficiency
and reproducibility when compared to the method with 1-propanol.
Conclusion: By the analyses performed, it was possible to observe
that the addition of the surfactant Tween-20 promoted an increase
in the recovery of CoQ,, by the methanol:hexane extraction method.
This method showed good reproducibility, with a low coefficient of
variation and high sensitivity, since CoQ,, was detected in samples
of plasma of a control individual using a UV-type detector. The use
of UHPLC equipment allowed a total analysis with total run time of
3.5 minutes, enabling the rapid achievement of results, considered
mandatory for laboratory routines.
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INTRODUGAO

Coenzima Q,, (CoQ,,), também conhecida como ubi-
quinona, € uma molécula lipidica essencial para os or-
ganismos aerdbicos. Participa da produgao de ATP pela
fosforilacao oxidativa transferindo elétrons dos comple-
x0s respiratorios I e II para o complexo 111 na membra-
na interna mitocondrial. Além disso, a CoQ, participa
de muitas outras funcoes vitais dentro da célula: atua
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como antioxidante de lipoproteinas e membranas ce-
lulares; sua participacao € necessaria na biossintese de
pirimidinas, afetando assim os processos de replicacao
e reparo de DNA; modula o processo de apoptose por
meio da regulagao dos poros de transicio da membrana
e auxilia na manutencdo da temperatura corpdrea de-
corrente de sua fungao em proteinas desacopladoras®.

A CoQ,, € composta por um anel de benzoquino-
na associada a uma cadeia poliprenil derivada da via
do mevalonato, a mesma via da sintese do colesterol.
O tamanho dessa cadeia poliprenil varia entre os or-
ganismos, a espécie humana apresenta 10 repeticoes
(CoQ,,), enquanto camundongos apresentam 9 (CoQ,)
¢ Saccharomyces cerevisiae 6 (CoQ,).

_ Asintese endogena da CoQ,, ocorre na mitocondria‘®.

E expressa em todos os tecidos, porém, em maior con-
centracdo no coragao, rins, figado e musculo, pois sao
Orgaos que necessitam de maior quantidade de energia
(ATP) para seu funcionamento, ocorrendo diminuicao
da sua expressao durante o processo de envelhecimento
celular®.

Clinicamente, pacientes com deficiéncia de CoQ,,
sdo muito heterogé€neos, com alta variacdo fenotipica
principalmente em relagao as manifestacoes neurologi-
cas®. Entretanto, alguns subtipos de apresentacio clini-
ca parecem ser mais comuns: (1) encefalomiopatia, com
miopatia mitocondrial e mioglobindria recorrente™; (2)
envolvimento infantil multissistémico; (3) sindrome de
Leigh; (4) forma miopatica®; (5) forma ataxica, prova-
velmente a mais comum dentre as cinco formas®; (6) sin-
drome nefrotica resistente a esteroides?”). Sua associacao
com outros fenétipos clinicos como convulsoes, fraqueza
muscular, retardo mental, oftalmoplegia, neuropatia pe-
riférica, sinais piramidais e escoliose € bastante frequen-
te. O hipogonadismo hipergonadotroéfico parece ser mais
comum em pacientes com inicio tardio da doenga®.

A deficiéncia primaria da CoQ, € autossdmica reces-
siva e esta inserida no grupo de Doengas Mitocondriais.
E causada por um defeito na via biossintética da ubiqui-
nona a qual ainda nao esta completamente elucidada ©.
Dentre as doencas mitocondriais descritas, a deficién-
cia de CoQ,; € a unica, at€ 0 momento, que apresenta
chances de tratamento efetivo por meio da administra-
cao de CoQ,, exdgena®.

Grande parte do que se conhece sobre a biossin-
tese de coenzima Q advém de estudos realizados em
Escherichia coli e S. cerevisiae "". Ha pelo menos uma de-
zena de genes nomeados como COQ1, COQ2, COQ3...
COQI0 em S. cerevisiae, necessarios para a fungao res-
piratéria da coenzima QU%19),

Na espécie humana, ja foram descritos pacientes
com mutacdes nos genes COQ2, COQ4, COQ6, COQS,
COQY, PDSS1 e PDSS2 (1420,
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A deficiéncia secundaria no metabolismo da CoQ,,
tem sido discutida na patofisiologia de miopatia por esta-
tina, toxicidade por antraciclina e doenca de Parkinson,
porém ainda nao se conhece a relativa contribuigao da
CoQ,, no desencadeamento dessas doengas®*).

No entanto, a suplementagido com CoQ,, € ampla-
mente recomendada em altas doses (30mg/kg em criangas
e no minimo 600mg diariamente em adultos) para to-
dos os pacientes com doengas mitocondriais, pois € um
suplemento que nao tem efeitos colaterais e traz muitos
beneficios para o metabolismo celular®?¥. Por ser li-
pofilica, a CoQ,, € transportada na circulagao por par-
ticulas de lipoproteinas e sua concentragdo no plasma
tem sido correlacionada aos niveis totais de colesterol,
principalmente aos de LDL, em pacientes que fazem
uso de estatinas®-.

Dada essa possibilidade efetiva de tratamento, o in-
teresse em dosar os niveis de CoQ,, em plasma e outros ti-
pos celulares ou tecidos tem sido alvo de vérios estudos.
O diagnostico de deficiéncia de CoQ,, € realizado por
meio da andlise da atividade enzimética dos complexos
mitocondriais I+1I e IT+I1IM e também da quantifica-
¢ao dos niveis totais da enzima diretamente no musculo
ou fibroblastos. Os niveis de CoQ, dosados no sangue
nao sao utilizados para diagnostico, pois a CoQ,, estd
presente em certos alimentos e € absorvida por meio
da dieta. Porém, ¢ utilizada para monitoramento tera-
péutico em pacientes com comprovada deficiéncia da
coenzima.

Ha varios métodos para quantificagao de CoQ,, em
plasma, células e tecidos descritos na literatura cienti-
fica. O uso de equipamentos de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) em fase reversa acoplados a
detectores do tipo eletroquimico ou ultravioleta (UV) é
bastante frequente. Atualmente, a maioria dos métodos
envolve preparacao de amostra utilizando-se uma etapa
Unica de diluicao com 1-propanol, seguida de injecao
direta da amostra em sistema de HPLC®@?®, Porém,
esse método é mais comumente utilizado em detectores
do tipo eletroquimico, que apresentam maior sensibili-
dade permitindo a deteccao de concentracoes minimas
de CoQ,,. Devido a menor sensibilidade dos detectores
ultravioleta, o seu uso requer preparo de amostra mais
elaborado, com etapas de extragao utilizando solventes
organicos como hexano®-9, hexano/metanol®*? ou
etanol®, seguido de concentracao da amostra para en-
tao posterior injecao em HPLC.

Neste trabalho, foram testados dois métodos de ex-
tracdo de CoQ,, em plasma humano: metanol:hexano e
1-propanol, ambos com detecgao UV. Na tentativa de
aperfeigoar os métodos de extragdo da CoQ,, por de-
teccao UV, foi testada a adigdo de alguns surfactantes



como o SDS (dodecil sulfato de sédio), Triton X-100 e
Tween-20 quanto a possibilidade de obter uma melhor
recuperacao ao final do processo de extracido. Outras
varidaveis que podem influenciar diretamente no resul-
tado da quantificacdo da CoQ,, também foram estuda-
das: temperatura (4°C e 19°C) e tipos de tubos (vidro e
polipropileno).

OBJETIVO

Estabelecer uma rotina de extragdo dos niveis totais
de CoQ,, em plasma humano por meio da andlise por
Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia (UHPLC).

METODOS ANALITICOS

Reagentes e Solventes

Solventes de grau cromatografico, metanol, hexano e
1-propanol foram obtidos da Merck (Darmstadt, Ale-
manha) e Sigma-Aldrich (Missouri, EUA), respectiva-
mente. Reagentes como SDS (dodecil sulfato de s6dio),
Triton X-100 e padrao de CoQ,, (> 98% de pureza)
foram obtidos da Sigma-Aldrich (Missouri, EUA) e
Tween 20 foi obtido da Amresco (Solon, EUA). Solugao
de albumina humana 20% (Grifols Brasil Ltda).

Solugao padrao

A solucao padrao de CoQ,, foi preparada na concentra-
¢ao de 1mg/mL utilizando-se 1-propanol como solvente
de diluicdo, e armazenada a -20°C protegida da luz.

Preparo da amostra

Para estudos iniciais de otimizagio e padronizacao do
processo de extragao da CoQ,, utilizamos uma solugao
de albumina humana a 4% com o objetivo de simular
amostras de plasma, que foi entao, adicionada de solu-
¢ao padrao de CoQ resultando na concentragao final
de 1000mg/mL. Ap6s definicio do melhor método de
extracao, seguiu-se com o protocolo de coleta de san-
gue conforme descrito a seguir.

Amostras de sangue foram coletadas de um mesmo
individuo controle por meio de punc¢ao venosa perifé-
rica em tubos de vidro contendo anticoagulante acido
citrico, citrato de sodio e dextrose, e mantidas a 4°C. O
plasma foi obtido ap6s centrifugacao a 894,2g por 10
minutos a 4°C, transferidos para tubos tipo eppendorf
e estocados a -80°C para posterior analise. A coleta da
amostra foi realizada ap6s obtencao de assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Israelita
Albert Einstein (n210/1465).
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Métodos de extracéo de CoQ,,

Extrac¢ao de CoQ,, com metanol:hexano

Utilizou-se o protocolo inicial®¥, com as seguintes mo-
dificacoes: em tubo de polipropileno e em tubo de vidro
foram adicionados 700mL de plasma, 100mL de deter-
gentes (SDS, Triton X-100 e Tween-20) nas concentra-
coes de 1%, 3%, 5% e 10% separadamente, 1400mL
de metanol e 1500mL de hexano. As amostras foram
submetidas a agitacdo mecanica por 1 minuto e centri-
fugadas a 1752,8g por 10 minutos a 10°C. Os sobrena-
dantes foram transferidos para um novo tubo e evapo-
rados sem aquecimento sob fluxo de nitrogénio por 20
minutos. Em seguida, os residuos foram ressuspendidos
em 60mL de fase movel metanol:hexano (85:15, v/v),
homogeneizados sob agitacdo mecanica em vortex por
15 segundos e agitacao orbital por 15 minutos. Foram
utilizados 20mL para anélise cromatografica. As extra-
¢oes foram realizadas em triplicatas a 19°C (temperatu-
ra controlada) e a 4°C (banho de gelo).

Extragao de CoQ,, com 1-propanol

Utilizou-se o protocolo inicial®” com as seguintes
modificagdes: em tubo de polipropileno e em tubo de
vidro, foram adicionados 700mL de plasma, 100mL
de detergentes (SDS, Triton X-100 e Tween 20) nas
concentragoes de 1%, 3%, 5% e 10% separadamente,
1400mL de 1-propanol. As amostras foram submetidas
a agitacao por 1 minuto e centrifugadas a 894,2¢g por
10 minutos a 10°C, e transferidas para “vial ambar”
com o auxilio de unidade filtrante de 0,22mm, 13 mm.
A anélise cromatografica foi realizada por meio da in-
jecdo de 20mL de amostra. As extragoes foram reali-
zadas em triplicatas a 19°C (temperatura controlada)
e a 4°C (banho de gelo).

Anilise cromatografica e detec¢ao de CoQ,
Utilizou-se um equipamento para Cromatografia Liquida
de Ultra Alta Eficiéncia (UHPLC) HP1290 (Hewlett-
Packard) constituido por amostrador automético, bom-
ba bindria e detector UV com comprimento de onda va-
ridvel. A deteccdo foi feita em 275nm. Para a separagao
cromatografica empregou-se coluna analitica Zorbax
Eclipsy C18® (50 x 2,1mm, 1,8wm), com coluna-guarda
equivalente, ambas obtidas da Hewlett-Packard e man-
tidas a 45°C durante a analise. A CoQ,, apresentou
tempo de retencao de 1,5 minutos e o tempo total de
analise cromatografica foi de 3,5 minutos. A fase mével
utilizada foi metanol-hexano (85:15; v/v) com vazao de
0,45mL/min.
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Tabela 1. Andlise das varidveis interferentes no processo de extragdo de CoQ, : adi¢éo de detergentes, tubos e condigéo de temperatura

Variaveis CV% Média mUA Resposta mUA
Amostras sem adicao de detergente, em tubos de polipropileno, 4°C 14,2 84

Amostras com adicéo de detergente Triton X-100 a 10%, em tubos polipropileno, 4°C 538 11,5 3.1
Amostras com adicéo de detergente Tween-20 a 3%, em tubos polipropileno, 4°C 43 12,7 43
Amostras sem adicdo de detergente em tubos de polipropileno, 19°C 31 73

Amostras com adicéo de detergente Triton X-100 a 10%, em tubos de polipropileno, 19°C 33 8,1 0.8
Amostras com adicéo de detergente Tween-20 a 3%, em tubos de polipropileno, 19°C 8,7 76 03
Amostras sem adicdo de detergente em tubos de vidro, 4°C 438 75

Amostras com adicéo de detergente Triton X-100 a 10%, em tubos vidro, 4°C 99 1.2 37
Amostras com adicéo de detergente Tween-20 a 3%, em tubos vidro, 4°C 89 9,0 15
Amostras sem adicao de detergente, em tubos de vidro, 19°C 36 56

Amostras com adicéo de detergente Triton X-100 a 10%, em tubos de vidro, 19°C 33 8,1 25
Amostras com adicéo de detergente Tween-20 a 3%, em tubos de vidro, 19°C 5,6 73 1.7

CV: coeficiente de variagao; mUA: unidade de érea do pico cromatografico.

RESULTADOS

Estabelecimento do protocolo de extragao de CoQ,,
Para o estabelecimento do protocolo de extracido de
CoQ,, foram realizados, inicialmente, testes utilizando-
-se solucao de albumina humana a 4% adicionada de so-
lugao de CoQ,; a 1000mg/mL. Os métodos de extragao
metanol:hexano e 1-propanol foram testados na pre-
senca e auséncia de surfactantes como SDS (anionico),
Triton X-100 (nao ionico) e Tween-20 (ndo i6nico) nas
concentragoes de 1%, 3%, 5% e 10%, a 4°C e 19°C. Nos
primeiros resultados foi possivel observar que o método
de extragao utilizando-se metanol:hexano na presenca
dos surfactantes Triton X-100 e Tween-20 apresentou
melhores taxas de recuperacao de CoQ,, enquanto que
com uso de SDS, apresentou menor reprodutibilidade e
eficiéncia (dados ndo mostrados).

O mesmo protocolo de extracdo utilizado nos tes-
tes com albumina adicionada de CoQ,, foi aplicado em

10°

W Triton X-100 10%
W Tween - 20 a 3%

Vidro a 4°C Polip. a 4°C Vidroa 19°C  Polip. a 19°C

Figura 1. Resultado da extracdo de CoQ,, em amostras de plasma: comparagéo
da acéo do Triton X-100 a 10% e Tween-20 a 3%
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amostras de plasma de individuos controle sem adicao
de CoQ,, para verificar a reprodutibilidade do méto-
do em amostras reais. As amostras foram analisadas
quanto a temperatura de extracao (controlada a 19°Ce
a 4°C, banho de gelo) e quanto a constitui¢do dos tubos
utilizados para a extragao (polipropileno e vidro), con-
forme tabela 1.
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Figura 2. Cromatogramas. (A) solugdo padréo de CoQ,, na concentragao de
1mg/mL; (B) amostra controle de reativos; (C) amostra branco de plasma
controle sem adicéo de detergente; (D) amostra de plasma controle utilizando o
detergente Tween-20 a 3%



Os resultados demonstram que as extracoes reali-
zadas em amostras reais de plasma apresentaram res-
posta similar a encontrada em solucdo de albumina,
sendo que o uso do detergente Tween-20 a 3%, a 4°C
utilizando-se metanol:hexano, resultou na melhor res-
posta obtida para detecgdo de CoQ,, (Figura 1). Além
de apresentar a melhor recuperacao, também foi obser-
vada boa reprodutibilidade entre as replicatas com coe-
ficiente de variacdo (CV) de 4,3%. Assim, a op¢do em
fazer uso de surfactante como o Tween-20 resultou em
uma melhora de (51,2%) de eficiéncia.

Os cromatogramas demonstram a qualidade cro-
matografica obtida com a fase mével composta de me-
tanol:hexano (85:15, v/v) com fluxo de 0,45mL/min.
(Figura 2). O tempo de retengdo de CoQ, foi de 1,45
minutos e a pureza do pico (99%) foi obtida por meio
da analise de seu espetro (ChemStation, Agilent).

DISCUSSAO

A aplicagao de técnicas cromatograficas tem sido muito
utilizada em estudos de dosagem enzimatica e farmaco-
cinética para monitoramento terapéutico. Recentemen-
te, o interesse em dosar os niveis de CoQ, em plasma e
outros tipos celulares ou tecidos tem sido alvo de varios
estudos dada a possibilidade de tratamento efetivo em
pacientes neuroldgicos e doencas metabolicas por meio
da sua suplementacio via oral®>.

A CoQ,, esta presente no plasma circulante associa-
da a lipoproteinas, sendo que sua concentracao esta di-
retamente relacionada a concentragao de colesterol pre-
sente no plasma®®. Devido a essa ligacdo caracteristica
da CoQ,, a moléculas de carater lipofilico, optamos por
fazer uso de surfactantes como auxiliares no processo
de extracdo com o intuito de promover o rompimento
desse tipo de ligacao e assim aumentar os niveis de de-
teccao da coenzima. Alguns autores demonstraram que
a acao do SDS em plasma aumenta significativamente a
recuperagao da CoQ,, apds processo de extracao®”. J4
a acao do Triton X-100 na solubilizacdo de membranas
foi observada tanto em proteinas quanto em lipideos®®.
De fato, ao iniciar os primeiros experimentos, baixas ta-
xas de deteccao de CoQ,, foram obtidas sem adigdo de
surfactantes durante o processo de extracdo, observa-
das pela pequena area do pico cromatografico (mUA).

Neste trabalho, os melhores resultados foram obti-
dos com o método de extragdo metanol:hexano quan-
do comparado a 1-propanol. Alguns autores utilizam o
1-propanol como solvente de precipitacdo de proteinas
devido ao seu maior caréater lipofilico, porém o sucesso
do uso dessa técnica ocorre somente quando utilizada
em detectores do tipo eletroquimico, uma vez que esse
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¢ mais sensivel do que o utilizado neste estudo (UV).
Isso ocorre porque essa técnica nao permite concentrar
a amostra no processo de extracao, assim a adicdo de
1-propanol apenas atua precipitando as proteinas e di-
luindo a amostra, tornando mais dificil a quantificagao
da CoQ,, utilizando detectores UV. Observou-se tam-
bém que a utilizacao dos surfactantes Triton X-100 e
Tween-20 resultaram em melhores taxas de recupera-
¢ao de CoQ,, enquanto o uso de SDS apresentou me-
nor reprodutibilidade e eficiéncia. Além disso, mesmo
utilizado em baixas concentragdes, o SDS promoveu a
formagao de “ponto de nuvem” que prejudicou a sepa-
racao das fazes organica e aquosa.

Quando o protocolo estabelecido utilizando-se so-
lucdo de albumina humana foi aplicado para extragao
de CoQ,, em amostras reais de plasma, observou-se
resposta similar com o uso do surfactante Tween 20 a
3%, a 4°C em metanol:hexano, resultando em melhor
recuperacio, boa reprodutibilidade entre as replicatas,
CV de 4,3% e um aumento de 51,2% de eficiéncia no
processo de extracao.

A temperatura também € um parametro relevan-
te a ser avaliado quando a substancia estudada é uma
enzima, que por ser termolabil, pode facilmente sofrer
desnaturacdo a temperaturas mais elevadas.

Os melhores resultados deste trabalho mostraram
que o controle da temperatura (4°C) € de primordial
importancia durante o processo de extragao. Observou-
-se também que houve uma melhor separacao das fases
organica e aquosa quando utilizados tubos de polipro-
pileno contribuindo, de fato, para uma melhora na efi-
ciéncia de extracao.

CONCLUSAO

Pelas andlises realizadas foi possivel observar que a
adicao do surfactante Tween-20 promoveu um aumen-
to na recuperagao da CoQ,, pelo método de extragao
metanol:hexano. Este método mostrou boa reprodu-
tibilidade, apresentando um CV baixo e sensibilidade
alta, uma vez que a CoQ,, foi detectada em amostras
de plasma de um individuo controle utilizando-se um
detector do tipo UV.

A utilizagdo de um equipamento de UHPLC pro-
porcionou a obtencao de uma anélise com tempo total
de corrida de 3,5 minutos, o que viabiliza a obtencao
rapida de resultados, considerado mandatério para ro-
tinas laboratoriais.

Terminada esta etapa de otimizacdo do método,
este protocolo de extragao esta em fase de validacao o
que possibilitara sua aplicabilidade para futuros exames
clinicos com garantia de resultados confiaveis.
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