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Asthma is a heterogeneous disease characterized by chronic inflammation and
long term irreversible remodeling of the airways. The enzymatic peroxidation of the
arachidonic acid is part of the pathophysiology of this disease and leads to the formation
of powerful inflammatory mediators, characteristic of asthma.

The present work aimed to develop an easy-to-use ultra-high pressure liquid

chromatography (UHPLC)-based strategy in order to characterize lipid peroxidation
biomarkers: leukotrienes E4 (LTEs) and B4 (LTB4) and 11B-prostaglandin Faq (11BPGF2q),
eicosanoids present in the urine of asthmatic patients and healthy individuals (control
group). A semi-automatic eVol’-microextraction by packed sorbent (MEPS) format was
developed in order to isolate the target analytes. The method was fully validated under
optimal extraction (R-AX sorbent, 3 conditioning-equilibration cycles with 250 plL of
ACN-H;0 at 0.1% FA, 10 extract-discard cycles of 250 pL of sample at a pH of 5.1, elution
with 2 times 50 pL of MeOH and concentration of the eluate until half of its volume) and
chromatographic conditions (14-min analysis at a flow rate of 300 pL mintin an UHPLC-
PDA equipped with a BEH C18 column). Our results indicated good recoveries (>95%) in
addition to excellent extraction efficiency (>95%) at three concentration levels (low, mid
and high) with precision (RSDs) less than 11%. The lack-of-fit, goodness-of-fit and
Mandel’s fitting tests, revealed good linearity within the concentration range. Good
selectivity and sensitivity were achieved with limits of detection ranging from 0.04 ng
mL? for LTBs to 1.12 ng mL* for 11BPGF,q, and limits of quantification from 0.10 ng mL"
! for the LTB4 to 2.11 ng mL* for 11BPGF2q.
The developed method was successfully applied to the urine of asthmatic patients and
healthy individuals. On average, the urine of asthmatic patients present significantly
higher concentrations of 11BPGF2q (112.96 ng mL™* vs 62.56 ng mL* in control group),
LTE4 (1.27 ng mL?! vs 0.89 ng mL? in control group) and LTB4 (1.39 ng mL vs 0.76 ng mL°
Lin control group). These results suggest the potential of the target eicosanoids and the
developed method on asthma diagnosis and on the follow-up of the therapeutic
response.
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A asma é uma doenga heterogénea caracterizada por inflamac¢do crénica e
remodelacdo irreversivel das vias aéreas a longo prazo. A peroxidacdo enzimdtica do
acido araquiddnico faz parte da fisiopatologia dessa doenca e leva a formacgdo de
poderosos mediadores inflamatdrios, caracteristicos da asma.

O presente trabalho teve como objectivo desenvolver uma estratégia baseada
em cromatografia liquida de ultra-alta pressdao (UHPLC) facil de usar de forma a
caracterizar biomarcadores de peroxidagao lipidica: leucotrienos E4 (LTE4) e Bs4 (LTB4) €
11B-prostaglandina Faq (11BPGF24), eicosandides presentes na urina de pacientes
asmaticos e individuos saudaveis (grupo controlo). Um formato semi-automatico eVol®-
micoextrac¢ao por sorvente embalado (MEPS) foi desenvolvido de forma a isolar os
analitos alvo. O método foi totalmente validado sob condi¢des éptimas de extraccdo
(sorvente R-AX, 3 ciclos de condicionamento-equilibrio com 250 pL de ACN-H,0 a 0,1%
FA, com 10 ciclos de extrac¢do-descarte de 250 pL de amostra a um pH de 5,1, eluicdo
com 2 vezes 50 puL de MeOH e concentracdo do eluato até metade do seu volume) e
cromatogréficas (andlise de 14 min a uma taxa de fluxo de 300 pL min™ num UHPLC-PDA
equipado com uma coluna BEH C18). Os nossos resultados indicaram boas recuperacdes
(>95%) além de uma excelente eficiéncia de extraccdo (>95%) a trés niveis de
concentracdo (baixa, média e alta) com precisdoes (RSDs) menores que 11%. Os testes
lack-of-fit, goodness-of-fit e Mandel’s fitting revelaram boa linearidade dentro do
intervalo de concentragdo. Uma boa selectividade e sensibilidade foram alcangadas com
limites de detec¢do variando entre 0,04 ng mL? para o LTBs e 1,12 ng mL? para o
11BPGF,, e limites de quantificacdo entre 0,10 ng mL* para o LTB4 e 2,11 ng mL™* para
11BPGFyq.

O método desenvolvido foi aplicado com sucesso na urina de pacientes
asmaticos e individuos sauddveis. Em média, a urina de pacientes asmaticos apresentou
concentracdes significativamente maiores de 11BPGF2 (112,96 ng mL! vs 62,56 ng mL’
Y no grupo controlo), LTE4 (1,27 ng mL™* vs 0,89 ng mL™* no grupo controlo) e LTB4 (1,39
ng mL! vs 0,76 ng mL? no grupo controlo). Estes resultados sugerem o potencial dos
eicosandides-alvo e do método desenvolvido no diagnéstico da asma e no
acompanhamento da resposta terapéutica.
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RESULTADOS

< A asma é uma doenga heterogénea caracterizada por inflamag&o crénica e
remodelagao irreversivel das vias aéreas a longo prazo.

< A peroxidagdo enzimatica do acido araquidénico é parte da fisiologia desta
doenca e leva a formagdo de poderosos metabolitos bioactivos, como os
eicosanoides, com um forte potencial para serem utilizados em ambiente clinico
como biomarcadores urinarios da asma.

< O objectivo deste trabalho é desenvolver uma estratégia ndo-invasiva e facil de
utilizar baseada em cromatografia liquida de ultra alta presséo, utilizando um
formato semiautomatico eVol® - microextracgdo por sorvente empacotado, de
forma a identificar e quantificar biomarcadores de peroxidacdo lipidica:
leucotrienos E, e B, e 11B-prostaglandina F,,, presentes na urina de pacientes
asmaticos e individuos saudaveis (grupo de controlo) em idade pediatrica.

< O método desenvolvido foi validado em condigdes 6ptimas de extracgdo e de

cromatografia e aplicado com sucesso em amostras reais, permitindo a

identificacdo da doenga.

METODOLOGIA

« Hospital Dr. Nélio Mendonga (Funchal)

% (7] Asmaticos - Urgéncias

g g - Servigo de alergologia ﬁ

=0 2

8 g Individuos » Escolas do Funchal —]

& < saudaveis - EB1/PE Tanque - Monte £
(N=17) - EB1/PE Visconde Cagongo

<_‘

X *Optimizagéo do método
Ajuste de pH
- Eficiéncia da extracgdo

Pré-
tratamento
das
amostras

¥
MEPS/UHPLC
-PDA

*Centrifugagéo
. - Condigdes cromatograficas
«Filtracdo
*Validagéo do método
28
l§ g . .Ider‘ﬂifiﬁéo da doenga % § «ldentificagdo
SEGE RN e 1 ®98  -Quantificagio ST
Lo g o e o B ==
o ) . em -
< & [ g < % Andlise estatistica

CONDIGOES OPTIMAS DE EXTRACGAO CONDIGOES OPTIMAS CROMATOGRAFICAS

Aparelho MEPS: Aparelho UPLC Acquity H-Class

- eVol® XR (Waters Corporation)

- seringa analitca XCHANGE® - Detector PDA 2996

- BIN contendo o sorvente R-AX - Coluna BEH C18
Condicionamento 3 ciclos com 250 pL de ACN- q

H20 2 0,1% FA Temperatura da coluna 30 ‘C
pH da amostra 5,1 e
Extraccéo-descarte |10 ciclos de 250 pL de amostra elumelds |njfef:(;ao i uL.
de amostra Tempo de andlise 14 min
Eluicdo dos 2 x 50 yL MeOH —
biomarcadores alvo Taxa de fluxo 300 pL min
Concentragéo do Metade do volume sob corrente | Fase movel do gradiente ACN a 0,1% FAe H20 a
eluato de N2 0,1% FA

Agradecimentos

Este trabalho foi suportado pela Fundagdo para a Ciéncia e Tecnologia (Projeto CQM PEst-
OE/QUI/UI0674/2019, fundos do Governo Portuguese), e através do Programa Madeira 14-20, projeto
PROEQUIPRAM - Reforgo do Investimento em Equipamentos e Infraestruturas Cientificas na RAM (M1420-01-
0145-FEDER-000008) e pela ARDITI - Agéncia Regional para o Desenvolvimento da Investigagdo Tecnologia e
Inovagdo, através do projeto M1420-01-0145-FEDER-000005 - Centro de Quimica da Madeira - CQM*
(Programa Madeira 14-20).

http://cgm.uma.pt

Performance analitica do método MEPS/UHPLC desenvolvido }
Tabela 1 — Estudo da preciséao, exactidéo e eficiéncia da extracgdo do método MEPS/UHPLC desenvolvido.

Analitos Nivel de Precisao (%) Exactidao (%) Eficiéncia
concentragio Repetibilidade Precisdo intermédia da
(ng mL) Intraday extracgao
11B-Prostagladina F,, Baixo 25 3,17 4,81 93,62 95,52
Medio 100 317 3,89 100,50 99,71
Alto 200 3,73 5,40 103,02 98,87
Leucotrieno E, Baixo 2,5 6,63 10,43 96,73 91,13
Medio 10 4,70 2,86 95,85 83,86
Alto 20 3,11 1,29 103,51 74,99
Leucotrieno B, Baixo 25 6,17 6,54 101,08 84,53
Medio 10 4,82 3,57 96,32 92,25
Alto 20 4,58 3,68 100,04 88,14
Tabela 2 — Efeito de matriz, linearidade, sensibilidade e equagéo de regressdo do método MEPS/UHPLC desenvolvido.
Analitos Pl 11BPGF,, LTE, LTB,
Tempo de retengao (min) 7,43 7,65 9,61 10,75
Amax (NM) 366 192 281 270
LDR (ng mL -") - 5-300 0,5-30 0,1-30
Equacéo de regressao (matriz) - y=0,0951x - 2,6893 y =0,0932x + 0,0224 y =0,1385x — 0,0640
17 - 0,9841 0,9884 0,9989
Efeito de matriz (%) - 73 76 81
Sensibilidade
LOD (ng mL-1) - 1,12 0,16 0,04
LOQ (ng mL") 5 2,11 0,35 0,10
Teste Lack-of-fit
Feacuiado: Ftabelado - 1,48:2,49 0,67:2,49 0,32:2,22
Teste Goodness-of-fit
e adiren - 0,00:2,49 0,06:2,49 0,11:2,22
Teste Mandel's fitting
Froicusodo:Fiabelado = 2,50:7,71 0,12:7,71 0,08:5,99
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