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RESUMO

O cancer esta entre as maiores causas de 6bitos no mundo, porém, se a
enfermidade for detectada no inicio, grande parte dos casos pode atingir a cura.
Os nucleosideos sdo moléculas originadas da degradacdao do RNA e suas
concentracdes em fluidos bioldgicos sao alteradas na presenca de tumores devido
a maior taxa de replicacdo celular, portanto sdo potenciais biomarcadores
tumorais. A investigacdo do perfil de tais metabdlitos pode auxiliar no diagnéstico
e no tratamento do cancer. Neste trabalho, um novo método para a andlise de
nucleosideos em soro sanguineo por eletroforese capilar (CE-UV) no modo
cromatografia micelar eletrocinética capilar (MECK) foi desenvolvido e validado. O
tensoativo catiénico brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) foi empregado, com
consequente inversdo do fluxo eletrosmético (EOF). Os analitos foram extraidos
da matriz de soro sanguineo através de extracdo em fase sélida (SPE) e um
amplo estudo sobre estratégias de pré-concentracao foi realizado para obtencao
de limites de quantificacdo mais adequados. Sete padrées de nucleosideos foram
separados em c.a. 25 min sob as condi¢des de analise otimizadas, i.e. eletrélito de
corrida composto por acido bérico 30 mmol/L, CTAB 50 mmol/L e metanol 10%
(v/v) em pH 9,90; tenséo de -10 kV; temperatura de 20°C; inje¢cdo hidrodinamica a
50 mbar por 120 s seguida por aplicagéo 25 kV entre vials de eletrélito por 15 s;
deteccdo em 260 nm; e capilar de silica fundida com 50 um de didmetro interno e
56 cm de comprimento efetivo. Foram atingidas eficiéncias entre 4,3 x 10* e 1,0 x
10° e resolugdo minima de 1,5. A metodologia foi validada em um pool de soro
sanguineo de individuos sadios e foram obtidos limites de quantificagdo entre 1,0
e 4,0 umol/L, coeficientes de correlagdo linear (R) entre 0,9801 e 0,9969 e
precisdes e exatidées com desvios menores que 20%. O método foi aplicado a
amostras de 60 individuos sadios e 66 portadores de cancer de préstata e um
estudo quimiométrico foi realizado para avaliagdo da potencialidade dos
nucleosideos como biomarcadores tumorais, com obtencdo de sensibilidade
acima de 90%. Tal metodologia, portanto, pode ser empregada em conjunto com
as ja bem estabelecidas para o diagndstico do cancer de prostata.
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ABSTRACT

Cancer is amongst the major causes of death worldwide, but, if the disease
is detected early, most cases can be cured. Nucleosides are molecules originated
from RNA degradation and their concentrations in biological fluids are altered
during tumor development due to a higher rate of cell replication; therefore, they
are putative tumor biomarkers. The investigation of the profile of such metabolites
may aid in the diagnosis and treatment of cancer. In this work, a novel method for
the analysis of nucleosides in blood serum by capillary electrophoresis (CE-UV)
under micellar electrokinetic capillary chromatography (MECK) mode was
developed and validated. The cationic surfactant cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB) was employed, with consequent reversal of the electrosmotic flow (EOF).
The analytes were extracted from blood serum samples by solid phase extraction
(SPE) and a wide study on pre-concentration strategies was accomplished in order
to obtain more adequate limits of quantification. Seven nucleoside standards were
separated within c.a. 25 min under the optimized conditions, i.e. electrolyte
composed by 30 mmol/L boric acid, 50 mmol/L CTAB and 10% methanol (v/v) with
pH 9.90; voltage of -10 kV; temperature of 20°C; hydrodynamic injection under 50
mbar for 120 s followed by 25 kV for 15 s between electrolyte vials; detection in
260 nm; and fused silica capillary with 50 um internal diameter and 56 cm of
effective length. Efficiencies between 4.3 x 10* and 1.0 x 10° and a minimum
resolution of 1.5 were achieved. The methodology was validated in a pool of blood
serum samples from healthy individuals and limits of quantification between 1.0
and 4.0 umol/L were obtained, as well as linear correlation coefficients between
0.9801 and 0.9969 and precision and accuracy with deviations lower than 20%.
The method was applied to samples from 60 healthy individuals and 66 prostate
cancer patients and a chemometric study was employed in order to evaluate the
potentiality of the nucleosides as tumor biomarkers, with sensibility higher than
90%. Therefore, this methodology may be applied in conjunction with those already
established for prostate cancer diagnosis.
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Capitulo 1

Introducao






1. Cancer

O céancer é definido como um crescimento anormal e descontrolado de
células no organismo. Constitui um grupo complexo de mais de 100 doencas que
variam em termos de taxa de crescimento, diferenciacao celular, detectabilidade,
potencial metastatico, resposta ao tratamento e progndstico. As células
cancerigenas reproduzem-se rapidamente, dando origem a aglomerados
denominados tumores malignos, que causam danos ao organismo do hospedeiro,
podendo leva-lo a morte. Tumores malignos apresentam como principais
caracteristicas a habilidade de invadir tecidos proximos e de se espalhar para
orgaos distantes através de metastase, um processo que ocorre quando ceélulas
cancerigenas atingem outros érgaos por meio da corrente sanguinea ou de vasos
linfaticos. Tumores benignos, por outro lado, ndo s&o cancerosos, i.e. néo
apresentam crescimento rapido e nao representam ameacga a vida. Os tumores,
tanto malignos quanto benignos, podem ser denominados como neoplasias,
enquanto que o termo cancer é usado apenas para tumores malignos. '~

O céncer pode ser visto como uma consequéncia indesejavel de mutacoes
génicas essenciais para a evolugcao das espécies, estando sempre presente entre
os humanos. Seus padrdes de incidéncia foram afetados por outras doencgas e por
aspectos culturais e sociais, porém a doenca esta presente em todas as regides
do mundo, independentemente do nivel socioecondmico da populacédo. Apesar de
ser frequentemente considerado como consequéncia do padrdo de vida da
sociedade moderna, o cancer é mais antigo do que a espécie humana. Existem
evidéncias da presenca de tumores em fdsseis de dinossauros do periodo
Jurassico e, em Homo sapiens, indicios de tumores em 0ssos (osteosarcomas)
foram observados em restos mortais que datam dos periodos neolitico e pré-
colombiano. Papiros egipcios de 3000 a 1500 a.C. fazem referéncias a tumores de
mama e sarcomas. Credita-se aos gregos a primeira distingdo do cancer como
uma doencga e a criagao dos termos “carcinos” e “carcinoma”, referentes a forma

mais usual dos tumores, similar a um caranguejo.



Através da historia, diversas teorias de causas da carcinogénese foram
desenvolvidas, porém, apds a descoberta da estrutura helicoidal do DNA e de
investigacdes sobre a atuagcdao de genes no controle de replicacao celular,
mutagcbes geneéticas foram diretamente relacionadas ao desenvolvimento de
tumores. Atualmente, sabe-se que a doenca é causada por alteracbes na
expressao génica que levam a desregulacdo no balanco de proliferacdo e
apoptose de células com mutagcdes em seu cbdigo genético, possibilitando o
crescimento de tumores. Grande parte dos danos que ocorrem no DNA é reparada
naturalmente pelo organismo; entretanto, durante a carcinogénese, 0s processos
de controle de proliferacdo celular do organismo nao operam corretamente e
células com mutagdes continuam a crescer e se dividir. Em nivel molecular, todos
os tipos de cancer apresentam caracteristicas comuns, o que indica que as lesdes
bioquimicas causadoras do desbalanco no sistema de regulagcédo celular podem
ser produzidas por um mesmo padrdo de alteragdes genéticas. '*8°

Mutagcdes hereditarias sdo responsaveis por uma pequena porcentagem
dos casos da doenca (c.a. 5%), porém grande parte é causada por danos
adquiridos durante a vida, sejam internos (causados por horménios ou pelo
metabolismo de nutrientes nas células) ou externos (causados por exposicao a
fatores carcinogénicos — 75 a 80% dos casos). Atualmente sdo conhecidos mais
de 100 fatores carcinogénicos, e.g. radiagdo, asbestos, fumaca de tabaco,
poluicdo do ar e da agua, aflatoxinas, bezeno e metais pesados (arsénio, chumbo,
cadmio, mercurio, cromio e manganés), além de diversos virus e bactérias
relacionados com o desenvolvimento tumoral, como hepatite B e C, herpes (virus
Epstein-Barr), virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés human
immunodeficiency virus), virus do papiloma humano (HPV, do inglés human
papiloma virus) e Heliobacter pylori (H. pylori). O envelhecimento também é
considerado um fator de risco para o desenvolvimento de tumores malignos
devido ao acumulo da exposicao a fatores carcinogénicos ao longo da vida, sendo

que c.a. 77% dos casos sdo diagnosticados em pessoas com 55 anos ou mais. >~
4,10



Grande parte dos tumores malignos poderia ser prevenida com mudangas
no estilo de vida da populagcédo. Cerca de 30% dos falecimentos por cancer sao
atribuidos a cinco principais fatores: alto indice de massa corporal, baixo consumo
de frutas e vegetais, falta de atividade fisica, uso de tabaco e consumo de éalcool.
A American Cancer Society (ACS — Sociedade Americana de Cancer, em traducéo
livre) estima que 174 mil mortes por cancer tenham sido causadas por uso de
cigarros no ano de 2013 s6 nos Estados Unidos. Cerca de um ter¢co dos novos
casos de cancer diagnosticados no mesmo pais estdo relacionados com
obesidade, falta de atividade fisica e ma nutricado. Grande parte dos 2 milhdes de
casos de tumores de pele diagnosticados anualmente também poderiam ser
prevenidos através do uso de protetores solares e reducado da exposi¢cdo ao sol.
Infeccdes virais, por outro lado, sdo responsaveis por cerca de 20% dos Obitos por
cancer em paises pobres, que poderiam ser reduzidos através de mudancas
comportamentais e uso de vacinas e antibidticos. *1°

Atualmente, o céncer é a causa de um em cada oito falecimentos no
mundo. A enfermidade foi responsavel por c.a. 14% dos casos de 6bito em 2011
(7,9 milhdes de mortes) e um crescimento de 45% ¢é previsto até 2030, atingindo
13,1 milhdes de mortes e 21,3 milhdes de novos casos diagnosticados. S6 nos
Estados Unidos, cerca de 1600 pessoas morrem diariamente devido a doenca.
Estima-se que a probabilidade de ter cancer durante a vida é de 40,76%, i.e. 1 em
cada 2 seres humanos desenvolverao algum tipo de tumor. O risco de falecimento
por cancer, por outro lado, € de 20,93% (1 em cada 5 seres humanos). A maior
parte dos falecimentos é causada por cancer de pulmao (19,4%), figado (9,1%),
estdbmago (8,8%), colorretal (colon, reto e intestino grosso - 8,5%) e mama (6,4%),
enquanto que as maiores incidéncias sdo atribuidas aos tumores de pulméao
(13,0%), mama (11,9%), colorretal (9,7%), préstata (7,9%) e estdbmago (5,6%)
(Figura 1). Entre os homens, tumores de pulmao e prostata apresentam as
maiores incidéncias (16,5 e 13,6%, respectivamente). Ja para mulheres, tumores
de mama atingem a maior parte das pacientes (22,9%). Mais de 60% dos

falecimentos por cancer ocorrem em paises de baixa e média renda, incluindo o



Brasil, principalmente devido a falta de recursos médicos e sistemas de saude

publica adequados. %1912
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Figura 1 — Dados de incidéncia e mortalidade mundial por tipo de cancer em
2008. Em destaque esta o cancer de prostata, enfermidade alvo deste trabalho. 2



No Brasil, mais de 177 mil ébitos foram atribuidos ao cancer em 2011. O
risco de ser diagnosticado com a doenca até os 75 anos € de 17,6% (1 em cada 6
pessoas) e o risco de morte, 10,5% (1 em cada 10). Os cinco tipos mais comuns
de cancer sdo: mama, préstata, pulmao, colo de Utero e colorretal. 22

Casos de cancer detectados em estagios avancados apresentam maior
taxa de mortalidade do que aqueles detectados no inicio, quando a doencga ainda
esta localizada em apenas um tecido ou 6rgao e é, geralmente, assintomatica.
Exames que possam ser aplicados na populagéo regularmente para o diagnostico
precoce permitem a remocgédo de aglomerados de células pré-cancerigenas e a
deteccéo de tumores localizados em apenas um tecido, fase na qual o tratamento
€ mais simples e efetivo. Os exames de deteccdo precoce ja levaram a uma
melhoria na porcentagem de pacientes que sobrevivem apés 5 anos do
diagnéstico (de 49% para casos diagnosticados entre 1975 e 1977 para 68% entre
2002 e 2008), porém ainda nao foi desenvolvido um teste Unico que diagnostique
a doenca e diversos procedimentos sao realizados para determinar se os sintomas
apresentados por um paciente sao causados por um tumor maligno ou por outra
condicdo. Métodos de diagndstico incluem exames por imagens, busca por
biomarcadores tumorais, bidpsias de tecido tumoral, endoscopia, cirurgias e
exames genéticos. 3'41°

Como muitos tumores sdo assintomaticos no inicio de seu
desenvolvimento, busca-se, idealmente, um teste que identifique a doenga no
principio e seja nao invasivo, simples, de facil aplicagdo e com baixo custo, para
que possa ser realizado periodicamente pela populacdo, mesmo quando ainda
ndao ha indicios da presenca do tumor. O desafio no controle da doenca € sua
deteccdo tdo cedo quanto possivel, permitindo intervencées e terapias para
reducdo da mortalidade e da morbidade. Testes de screening, i.e. exames
aplicados rotineiramente visando o diagndstico precoce, sao vitais para a detecgao
do cancer ainda em estégio inicial, porém devem satisfazer quatro requerimentos
basicos: distinguir entre individuos sadios e doentes com alta exatidao;
diagnosticar a doenca antes de atingir um estagio mais avangcado que reduza a
eficacia do tratamento; permitir a diferenciacdo entre lesbes agressivas e



benignas; e apresentar baixo custo e alta aceitacdo pela populacdo. Atualmente,
sao aplicados testes de screening para alguns tipos de cancer, e.g. colonoscopia
para tumores colorretais, mamografia para céancer de mama e teste de
Papanicolau para tumores de colo do utero, porém a grande maioria n&o atinge os
quatro pré-requisitos citados. Existem comprovacbes que testes de screening
reduzem as mortalidades de cancer de mama, colorretal e cervical, porém os
biomarcadores atualmente em uso apresentam altas taxas de resultados falsos. A
investigacdo do perfil metabdlico de pacientes pode mostrar alteragdes
consistentes e € crucial na determinagdo da patologia e de seu estagio logo no
inicio. Assim, a busca por novos biomarcadores tumorais, com maior exatidao no

diagnéstico, é de fundamental importancia. 31°

2. Biomarcadores

Um biomarcador pode ser definido como uma caracteristica que pode ser
objetivamente medida e avaliada como um indicador de um processo fisiol6gico ou
patolégico, ou de uma resposta farmacolégica a intervencdes terapéuticas. Tal
definicdo inclui desde medidas de pressao sanguinea e niveis de glicose em
pacientes diabéticos até a andlise de moléculas simples, e.g. metabdlitos (como
carboidratos, esteroides e lipidios), e compostos mais complexos (como proteinas,
enzimas, genes, células e anticorpos). Qualquer alteracdo especifica no DNA, no
RNA ou em niveis de metabdlitos e proteinas pode ser considerada como um
biomarcador. Tais indicadores podem ser empregados para avaliar e prever a
progressao de doencgas (prognéstico), detectar o efeito de farmacos e diagnosticar
a presenca de patologias no organismo (screening). Um biomarcador é
considerado valido se puder ser medido por um teste com caracteristicas e
desempenho bem estabelecidos e se existirem evidéncias cientificas de sua
significancia clinica. A agéncia americana Food and Drug Administration (FDA —
Administracdo de Alimentos e Medicamentos, em traducéao livre) indica que um
biomarcador ideal deve estar especificamente associado a uma doenga em
particular e ser capaz de diferenciar entre condigbes fisiologicas similares. As



moléculas consideradas em estudos de potenciais biomarcadores ndo precisam
estar diretamente envolvidas no processo patolégico, mas devem apresentar
alteragdes consistentes com o desenvolvimento da doenca. '®'®

O primeiro biomarcador de que se tem relato na histéria € uma proteina
encontrada na urina indicativa da presenca de cancer (proteina Bence Jones), que
data de 1847. O termo “biomarcador”, porém, s6 aparece na literatura a partir dos
anos 60. Atualmente, milhares de biomarcadores ja foram descobertos e centenas
sao reportados todos 0s meses, porém apenas um pequeno numero € validado e
empregado clinicamente. Uma busca pelo termo “biomarcador” no portal PubMed,
referéncia para literatura biomédica, resulta em mais de 28 mil trabalhos
publicados apenas em 2013, porém poucos atingem a populacdo, ja que
deficiéncias no processo de validacdo de metodologias e dos compostos como
biomarcadores, além da dificuldade para se estabelecer o intervalo de referéncia
considerado normal, impedem que sejam empregados em testes clinicos. A maior
parte dos estudos foca na descoberta de novos biomarcadores, porém sua
validagdo e aplicagdo em uma populagcdo estatisticamente significativa séo
raramente realizadas, o que pode resultar no abandono de compostos com alto
potencial para diagnéstico de doencas. 161922

O desenvolvimento tumoral € um processo complexo que requer a
interacdo de diversas proteinas, vias de sinalizagcdo e células. Alteracdes
morfoldgicas e histologicas levam a expressao de genes especificos do processo
oncogénico, portanto tais mudancas causam a producdo de compostos que
podem ser empregados como biomarcadores tumorais para a detecgao precoce
do cancer, bem como para o acompanhamento da doenca. Mais de 10 mil
trabalhos foram publicados apenas em 2013 tratando sobre biomarcadores
tumorais. Atualmente, os biomarcadores tumorais empregados para diagnostico e
prognostico da doenca incluem: alfafetoproteina (AFP), uma proteina de soro fetal
usada principalmente para avaliacdo de tumores de testiculo; antigeno mucoide
associado ao carcinoma (MCA, do inglés mucin-like carcinoma-associated
antigen), uma glicoproteina utilizada para monitorar tumores de mama, mas

também associada a tumores de ovario, colo uterino, endométrio e prostata;



cromogranina A, um grupo de proteinas usadas como biomarcadores de
neoplasias enddcrinas (tiredide, adenoma hipofisario, carcinoma de células ilhotas
do péancreas e neoplasia enddcrina multipla); antigeno carcinoembrionario (CEA,
do inglés carcinoembrionic antigen), usado principalmente para monitoramento de
tumores de cdlon; gonadotrofina coribnica humana (B-HCG, do inglés human
chorionic gonadotropin), uma glicoproteina relacionada a tumores de células
germinativas (testiculo e ovario); e os antigenos do cancer (CA, do inglés cancer
antigen) 72.4 (trato gastrointestinal), 125 (ovarios), 15.3 (mama); e 19.9 (pancreas,
trato biliar, célon e reto). A FDA, porém, sé aprova para testes de screening o
antigeno especifico da préstata (PSA, do inglés prostate specific antigen),
empregado para diagnéstico e acompanhamento de cancer de préstata; os
cromossomos 3, 7, 9 e 17 (bexiga); e a proteina NMP22 (bexiga). 29232

A descoberta de novos biomarcadores é baseada na comparagdo de
estados fisiol6gicos, feno6tipos ou alteracdes entre individuos sadios e doentes. Os
metabdlitos sdo moléculas pequenas (massa molar de até 1500 Da) contidas em
células, tecidos, 6rgaos ou fluidos biolégicos e envolvidas no metabolismo primario
e intermedidrio, cuja sintese & altamente sensivel a alimentagéo, estilo de vida,
ambiente externo e até humor do individuo. A andlise de metabdlitos prové um
painel do estado do organismo do individuo, mas exclui enzimas, proteinas,
material genético e moléculas poliméricas. Atualmente, menos de 1% dos
metabolitos conhecidos sdo usados em exames clinicos, apesar do grande
potencial apresentado, fator que indica a necessidade de mais avancgos cientificos
na area da metabolémica. Portanto, a quantificacdo de metabdlitos em fluidos
bioldgicos e tecidos é essencial; entretanto, é dificultada pela complexidade das
matrizes biolégicas, que incluem grandes quantidades de possiveis interferentes,
e pela baixa faixa de concentragao caracteristica da maior parte de tais analitos.
Os fluidos bioldgicos, como sangue e urina, sdo matrizes comumente empregadas
em analise de metabdlitos que podem ser obtidas através de procedimentos
simples e pouco danosos ao paciente, 0 que aumenta a aceitabilidade de exames
de screening. Entretanto, o desenvolvimento de metodologias de analise nao é

simples, ja que tais fluidos sé&o altamente complexos por apresentarem moléculas
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geradas em inumeros processos fisiologicos. A urina é facilmente obtida em
grandes quantidades sem a necessidade de pessoal com treinamento médico,
porém apresenta compostos que foram previamente modificados no trato urinario
e reflete principalmente a saude dos rins e da bexiga. O sangue, por outro lado,
apresenta menor quantidade de possiveis interferentes e reflete fielmente o estado
fisiolégico e patoldégico do organismo através da presenga de moléculas
excretadas em processos diversos, porém tem obtencao mais complexa e esta
disponivel em quantidades reduzidas. 622728

A validacdo de um biomarcador difere do conceito de validacdo de
metodologia. Envolve a avaliagdo do analito em uma populagéo suficientemente
grande através da diferenciacdo entre estados patoldégicos e normais. A
especificidade e a sensibilidade s&o os principais conceitos empregados em tal
processo, bem como valor preditivo positivo (PPV, do inglés positive predictive
value) e negativo (NPV, do inglés negative predictive value) (Figura 2). A
sensibilidade de um biomarcador pode ser definida como a proporcao de testes
positivos em relacdo a quantidade real de individuos positivos. A especificidade,
por outro lado, é a propor¢édo de resultados negativos em relagdo ao numero total
de individuos sadios. O PPV é a porcentagem de individuos nos quais a doenga
esta presente quando o teste é positivo, enquanto que o NPV é a porcentagem de
individuos nos quais a doenca néo esta presente quando o teste € negativo. Para
fins de screening, especificidades reduzidas sao aceitas se o0 custo da analise é
suficientemente baixo para que um resultado positivo possa ser submetido a
testes mais rigorosos. Baixa sensibilidade, porém, nao é desejavel, j& que o
tratamento do paciente seria retardado devido ao resultado falso-negativo. Os
conceitos, geralmente, estdo inversamente relacionados, ou seja, biomarcadores
com alta especificidade apresentam baixa sensibilidade e vice-e-versa. Um
biomarcador ideal apresentaria 100% de sensibilidade e especificidade a partir de
amostras obtidas por procedimentos pouco invasivos (como exames de urina,
sangue, saliva ou lagrimas) e metodologias de analise sensiveis, exatas, rapidas,
reprodutiveis e de baixo custo. Tanto a sensibilidade quanto a especificidade dos

testes de screening podem ser aumentadas usando uma combinacédo de diversos
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biomarcadores, ao invés de apenas um composto-alvo. A pesquisa por
biomarcadores esta sendo cada vez mais focada em um painel de analitos, i.e.
investigacdo simultanea do perfil de diversas moléculas, que permite a

diferenciacéo estatistica mais adequada entre pessoas sadias e doentes. 2"?"2

TEMA DOENGA?
| NAO
TESTE POSITIVO? TESTE POSITIVO?
NAO NEO
SENSIBILIDADE SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE ESPECIFICIDADE
ALTA BAIXA BAIXA ALTA
PPVALTO NPV BAIXO PPV BAIXO NPV ALTO

Figura 2 — llustracdo dos conceitos de sensibilidade, especificidade, valor

preditivo positivo (PPV) e valor preditivo negativo (NPV).

3.  Céancer de prostata e PSA

A préstata é uma glandula que atua na producdo de sémen, liquido que
protege e nutre o0 esperma durante o trajeto pelo trato genital feminino no processo
reprodutivo. Apresenta formato e tamanho similar a uma noz, porém com textura
esponjosa e interior preenchido por fluido seminal. Esta localizada na pélvis,
abaixo da bexiga e em torno da uretra, diretamente atras do osso pubico e na
frente do reto (Figura 3). Durante a ejaculagéo, a estrutura muscular da glandula
se contrai, liberando o fluido seminal simultaneamente a liberacdo de esperma
pelos testiculos. O PSA é um componente essencial do fluido seminal que s6 é
produzido pelas células epiteliais da préstata. %

12



Uretra .

Pénis

Figura 3 — Localizagdo da préstata no organismo humano. *

A partir da puberdade, a prostata estd sujeita a diversas formas de
infecgdes ou inflamagdes agudas e crénicas denominadas prostatites, tratadas
comumente com antibiéticos. A hiperplasia benigna da préstata (BPH, do inglés
benign prostate hyperplasia), um crescimento benigno da glandula que causa dor
e dificuldade para urinar, € uma condi¢do recorrente em homens cuja incidéncia
aumenta com o avanco da idade. Inflamagbes e BPH causam dores no reto,
perineo e abdémen, além de necessidade de urinar frequentemente. O
desenvolvimento de tumores malignos, porém, é a condicao mais danosa a saude,
sendo que a maior parte dos casos de cancer de prostata ndo apresenta sintomas
claros. Nao ha cura para o cancer de prostata em estagio avancado (metastase),
mas pode ser curado se detectado quando ainda esta restrito apenas a préstata.
No entanto, o tratamento nao é simples e quanto menos desenvolvido o tumor no
diagnéstico, maior € a probabilidade de cura. A localizagdo da préstata, no centro
de estruturas responsavel por fungbées sexuais, urindrias e intestinais, dificulta o
tratamento de tumores. A remocao por cirurgia € complexa devido a presenca do
0sso da pélvis, que fica na frente da glandula, e pode afetar nervos relacionados a
funcdo sexual. Procedimentos com radiacdo, por outro lado, podem atingir a
bexiga, a uretra e os testiculos, resultando em inflamacdes, sangramentos e
cistites, além de atingir estruturas responsaveis pela erecéo. 2%

O cancer de prostata é a segunda maior causa de mortes por tumores
malignos em homens no mundo. A ACS estima que 1 em cada 6 homens
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caucasianos (17,6%) e 1 em cada 5 afro-americanos (20,6%) desenvolvera tumor
de prostata durante a vida. Homens de pele negra apresentam incidéncia maior e
a idade é um fator impactante nas taxas, sendo que cerca de 80% das autopsias
em homens entre 71 e 80 anos apresentam indicios de céancer de préstata,
enquanto que entre 30 e 39 anos, o valor € de aproximadamente 30%. A
incidéncia deste tipo de tumor vem aumentando ao longo dos anos, porém um
acréscimo abrupto ocorreu no inicio da década de 90, periodo no qual os testes de
screening com PSA foram introduzidos. Como consequéncia, as taxas de
mortalidade apresentaram um declinio constante, 0 que comprova a importancia
deste tipo de procedimento para o diagndstico precoce (Figura 4). Ainda assim, de
10 a 20% dos casos diagnosticados atualmente ja estdo em metastase e grande
parte s6 € notada apos o falecimento do paciente, durante a autdpsia. No Brasil, o
cancer de prostata € o tipo mais frequente entre os homens em todas as regides

do pais, com incidéncia crescente ao longo dos anos, acompanhando a tendéncia
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Figura 4 — Comparacao das taxas de incidéncia e mortalidade de cancer de
préstata por 100 mil habitantes dos Estados Unidos. ®

O cancer de prostata possui como principal biomarcador tumoral o PSA,
normalmente presente no sangue de todos os homens, porém niveis elevados
estdo relacionados a presenca de tumores. O PSA é uma serina-protease que

possui como principal funcdo a liquefacdo de sémen coagulado através da
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clivagem de proteinas de alta massa molecular, garantindo que o esperma tenha
liberdade de movimentagao para atingir o évulo durante o processo reprodutivo. E
excretado tanto pelo tecido benigno quanto pelo maligno, porém o segundo produz
cerca de 20 vezes mais PSA. O screening através de testes de PSA, todavia,
ainda é um alvo de discussdao na comunidade médica e cientifica. Apesar do
aumento da taxa de diagnésticos e reducao da mortalidade observados apds sua
introducdo, o biomarcador tem sensibilidade reduzida, caracteristica que pode
resultar em adiamento do diagndstico. A concentracao de PSA em soro sanguineo
€ considerada normal entre 0 e 4 ng/mL, para a qual o biomarcador apresenta
sensibilidade de cerca de 20-25%, i.e. 75-80% dos casos de cancer nao sao
diagnosticados, enquanto que a especificidade é c.a. 90%, ou seja, cerca de 10%
dos homens que n&o possuem cancer passarao por uma bidpsia desnecessaria. O
limite de 4 ng/mL em soro sanguineo, portanto, minimiza o risco de um individuo
que nao tem a doenca passar por uma biépsia desnecessaria, porém falha no
objetivo principal de um biomarcador tumoral, que é o diagnéstico, ja4 que gera
porcentagem expressiva de resultados falso-negativos. O envelhecimento é um
fator que leva ao crescimento benigno do tecido da préstata, portanto as
concentragdes de PSA consideradas normais variam com a idade do paciente,
sendo que, de 40 a 49 anos, niveis de até 2,5 ng/mL sao considerados saudaveis;
de 50 a 59, até 3,5 ng/mL; de 60 a 69, 4,5 ng/mL; e de 70 a 79, 6,5 ng/mL. Abaixo
de 50 anos, testes de screening por PSA ndo sao indicados pela comunidade
médica devido a baixa incidéncia da doenca e ao elevado custo para os sistemas
de saude. Os niveis de corte ajustados por idade resultam em menor quantidade
de bidpsias desnecessarias em individuos idosos, mas estao aliados a uma maior
probabilidade de resultados falso-negativos, enquanto que niveis de corte
menores para homens mais jovens podem levar a falso-positivos. Além da idade,
prostatites, bidpsias, exames retais e ejaculacbes podem causar alteracoes
transientes nos niveis de PSA. Assim, seu uso como Unico biomarcador de
diagnéstico ndo é adequado. A deteccao precoce do cancer de préstata também
inclui exames de toque retal digitalizado (DRE, do inglés digital rectal exam), que

estdo entre os testes de screening mais antigos e séo realizados através da
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insercdo do dedo indicador do médico no reto do paciente. Tal tipo de exame,
porém, é negligenciado por grande parte da populacdo masculina devido ao
preconceito e ao desconforto associados ao procedimento, além de ser altamente
dependente da experiéncia e passivel de erros médicos. 3"~

Os testes de deteccdo do cancer de prostata, portanto, permanecem
incertos e controversos. Os testes de PSA e DRE podem produzir resultados
falsos, sendo necessaria a bidpsia para confirmacao - um procedimento altamente
invasivo, doloroso e potencialmente perigoso para o paciente. O envelhecimento
da populagéo e os falsos resultados obtidos com os métodos de diagnédstico atuais
indicam a necessidade de avangos nos testes de screening através de novos
biomarcadores tumorais, que corroborem com o0s ja existentes, para garantir
melhor qualidade de vida, ja que o diagndstico precoce pode ser a diferenga entre

a vida e a morte. 32734

4.  Nucleosideos como potenciais biomarcadores tumorais

As macromoléculas de alta massa molecular de RNA e DNA sao acidos
nucleicos que atuam na sintese de proteinas e regulagdo do metabolismo. Sao
constituidas por unidades de acgucar (ribose para RNA e desoxirribose para DNA),
bases nitrogenadas (adenina, guanina, citosina e timina para DNA; e uracila,
substituindo a timina, para RNA) e ligacbes de fosfato. Os nucleosideos sao
formados por uma base nitrogenada e uma unidade de acucar. Os nucleotideos,
por outro lado, apresentam também o grupo fosfato. As bases apresentam atomos
de oxigénio e nitrogénio, que agem como doadores ou aceptores de hidrogénio, e
possuem carater moderadamente polar. 3°%

O RNA possui grupos 2’-OH ligados a ribose que estdo envolvidos em
reconhecimento, processamento e propriedades cataliticas, com pKa variando
entre 12 e 14. Apresenta uma ampla gama de fun¢des dentro das células e pode
ser classificado como: mensageiro (MRNA), produto da transcricdo do DNA que
contém trincas de bases nitrogenadas que codificam aminoacidos especificos;
transportador (tRNA), molécula que promove a adaptacao entre os aminoacidos e
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as trincas de genes no mRNA dentro dos ribossomos; e ribossomal (rRNA),
complexado com proteinas ribossomais para formar as organelas nas quais a
sintese de proteinas ocorre. As moléculas de tRNA e rRNA s&o produzidas a partir
de uma molécula de mRNA precursora pela agdo da enzima RNA-polimerase.
35,36

Apés a sintese do tRNA, enzimas especificas podem causar modificagdes
pds-transcricionais simples ou complexas em locais especificos da cadeia do
RNA, importantes para a especificidade, fidelidade e eficiéncia de suas das
funcbes, além de possivelmente atuarem na estabilidade da estrutura
tridimensional ou conformacdo da macromolécula. Ap6s o cumprimento de suas
fungbes, as cadeias de tRNA sdo degradadas ao nivel de nucleosideos, sendo
gue os nao-modificados podem ser reutilizados pelo organismo na constru¢ao de
novas moléculas de RNA ou fluem pela corrente sanguinea e sdo excretados na
urina, podendo ser degradados em &acido urinario (adenosina e guanosina), -
alanina (citidina e uridina) e B-aminoisobutirato. Os nucleosideos modificados, por
sua vez, ndao sao substratos de enzimas do organismo, portanto sdo totalmente
excretados. Nucleosideos modificados ocorrem na maioria dos acidos nucleicos,
porém grande parte dos nucleosideos presentes nos fluidos biol6gicos provém do
tRNA. Ha mais de cem nucleosideos naturalmente modificados conhecidos e as
modificagcdes consistem principalmente em metilacées da base nitrogenada ou do
acucar, porém outras ligacbes também podem ocorrer, como tiolagéo,
hidroxilagao, modificagdo por aminoacidos e dihidrolagéo da uridina. 3-°

Durante a carcinogénese, a taxa de replicacdo celular aumenta
exponencialmente. Como consequéncia, a degradacédo do RNA também cresce, o
que leva a maiores concentracées de nucleosideos nos fluidos biol6gicos. Em
adendo, as enzimas de metilacdo apresentam hiperatividade em células
cancerigenas, causando maior excrecao de nucleosideos modificados. Assim, os
niveis de nucleosideos, modificados ou ndo, em sangue e urina estdo
relacionados a presengca de tumores e podem atuar como potenciais
biomarcadores tumorais. O primeiro estudo que relata diferencas nas
concentracdes de produtos de degradacao de acidos nucleicos em pacientes com
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cancer data de 1960, com énfase para pseudouridina. ***' A partir de tal ponto,
diversos estudos foram publicados reportando maiores concentracbes de
nucleosideos na presenca de tumores. Espera-se que tais analitos apresentem
concentragdes diferenciadas em todos os tipos de cancer, ou seja, sdo potenciais
biomarcadores tumorais para todas as patologias de base. %42

Ja foram realizados estudos quanto a variabilidade de concentracdo dos
nucleosideos na urina de individuos com caracteristicas diferentes, i.e. idade,
alimentacao, género, estados patoldgicos e infec¢des bacterianas. A idade e a
dieta ndo alteram significativamente os niveis dos nucleosideos e mulheres
apresentam concentracdes ligeiramente maiores do que homens. Criancas, por
outro lado, apresentam concentracbes mais elevadas inerentes ao processo de
crescimento humano, bem como gestantes. Doengas como hepatite, cirrose,
pancreatite, colecistite, enterite, artrite reumatoide, colite ulcerativa e psoriase
afetam ligeiramente os niveis dos nucleosideos estudados. Infec¢des bacterianas,
porém, aumentam as concentracdes de nucleosideos na urina dos pacientes,
principalmente no caso de infecgbes urinarias. Na presenga de Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS, do inglés acquired immunodeficiency
syndrome), ocorre também aumento nos niveis de nucleosideos. Os niveis de
nucleosideos para adultos (pds puberdade) na auséncia de gravidez, infeccdes e
AIDS, portanto, sédo aproximadamente constantes, o que indica a utilidade de tais
compostos como potenciais biomarcadores tumorais. 38394344

Existem diversos trabalhos publicados na literatura reportando a analise de
nucleosideos como potenciais biomarcadores tumorais de diversos tipos de

58,59

cancer: colorretal *™*, nasofaringeal *, mamario **=°”, de bexiga *%°°, urolégico °,

6 62 51 64 cervical *, de

linfoma ©', hepatico ®, leucemia °', esofageal ®, de tiroide
ovarios %, de Utero ®5, de boca % e de pulm&o ®7%8. A maior parte de tais trabalhos
tem foco principal na analise de urina, uma matriz complexa que apresenta altas
concentragdes de sais e € altamente influenciada pela saude do sistema renal do
individuo 38:43:45-95.57-59.6162.6566.68-82 A concentracdo de nucleosideos em soro
sanguineo, matriz com menor quantidade de interferentes e altamente

representativa do estado do organismo, é raramente estudada. 367838 O cancer
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de préstata, em adendo, ainda nao foi avaliado quanto a tais analitos como
potenciais biomarcadores e a relacdo entre nucleosideos especificos e esta
patologia de base também nao foi determinada.

5.  Analise de nucleosideos por técnicas instrumentais

Os nucleosideos sdo moléculas com carater relativamente polar, hidrofilicas
e neutras em uma ampla faixa de pHs. Sao ionizados, em sua maioria, em pHs
acima de 12, e apresentam baixa massa molecular, além de absorverem radiacéao
eletromagnética tanto na luz visivel quanto na ultra-violeta (UV). Tais
caracteristicas permitem sua analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e suas variantes de ultra-eficiéncia (UPLC) e interagéo hidrofilica (HILIC),
bem como por eletroforese capilar (CE). Andlises por cromatografia gasosa ja
foram descritas, porém a necessidade de derivatizacdo da amostra apés a
extracao para tornar os analitos volateis representa um impedimento ao uso da
técnica devido ao tempo e esforgos necessarios, bem como a possiveis perdas
dos analitos. Meétodos enzimaticos e imunoensaios também podem ser
empregados, porém apresentam aplicabilidade limitada. %

A cromatografia liquida é uma técnica altamente disseminada nos
laboratérios de andlise e muito bem estabelecida na comunidade cientifica. Os
nucleosideos sao comumente analisados empregando-se coluna com fase
estacionaria apolar C18 e fase moével contendo tampao aquoso e um solvente
organico, como acetonitrila ou metanol, em diferentes propor¢cées. Porém, analises
por cromatografia liquida apresentam como maiores desvantagens o alto consumo
de solventes e a grande geracao de residuos organicos, cujo descarte dentro dos
preceitos da quimica verde é dificultado. Em analises de rotina, como necessario
para testes de screening, tais fatores aumentam os custos, além de prejudicarem
o meio ambiente. UPLC emprega colunas com particulas de didmetro reduzido,
associadas a alta pressao, e proporciona analises de alta eficiéncia em curto
tempo empregando pequenos volumes de solvente. Ainda assim, a técnica tem
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como desvantagens principais a menor vida util das colunas cromatogréficas e o
alto custo de compra e manutencéo de equipamentos. &%

A CE é uma técnica analitica amplamente empregada em estudos
biomédicos, clinicos e forenses. %% A versatilidade da técnica, aplicavel para
moléculas com caracteristicas fisico-quimicas diversas, associada ao baixo
volume de amostra consumido em cada andlise (na faixa de nL) e ao consumo
minimo de solventes organicos, torna-a ideal para andlises clinicas em processos
de screening. Além disso, CE geralmente possibilita analises rapidas, com altas
resolucbes e eficiéncias, aliadas a simplicidade de instrumentacdo e alta
versatilidade. Sdo empregados capilares sem fase estacionaria, mais baratos e
mais simples do que as colunas cromatogréficas, que possibilitam longos periodos
de uso sem a necessidade de troca. Na analise de nucleosideos, o modo de
cromatografia micelar eletrocinética capilar (MECK, do inglés micellar
electrokinetic chromatography) € geralmente empregado, ja que o carater
predominantemente neutro dos analitos em uma ampla faixa de pH dificulta sua
separacdo por eletroforese capilar de zona (CZE, do inglés capillary zone
electrophoresis), porém a eletrocromatografia capilar (CEC, do inglés capillary
electrochromatography), que combina principios de separacdo de CE com HPLC,
também ja foi descrita para andlise de nucleosideos. % Eletrélitos de corrida (BGE,
do inglés background electrolyte) compostos por borato e fosfato com pHs entre 6
e 10 sdo comumente empregados. As micelas sdo geralmente formadas pela
adicdo do tensoativo anidnico dodecil sulfato de sodio (SDS, do inglés sodium
dodecylsulfate) e auxiliam na separagdo dos analitos de acordo com suas
hidrofobicidades. Entretanto, as altas concentracées de SDS (160 a 300 mmol/L)
necessarias para atingir separacao dos picos em linha de base causam
precipitagcdo do sal dentro do capilar e em partes do equipamento que entram em
contato com o BGE, como eletrodos e prepunchers, o que pode levar a
entupimentos e quebras dos capilares, bem como a necessidade de manutencao
constante, que demandam tempo e dinheiro. A aplicagdo de tais metodologias em

analises de rotina torna-se, portanto, inviavel. 3%:°3:60:64.65.69.78.90.91
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A estrutura quimica dos nucleosideos permite sua detecgdo por diversas
técnicas, como espectrofotometria de absorcdo na faixa do UV-Visivel (UV-Vis) e
espectrometria de massas (MS). A MS leva a uma segunda dimensdo de
separacdo e possibilita a identificacdo inequivoca dos nucleosideos, porém
necessita de instrumentacdo avancada e com altos custos de aquisicdo e
manutenc¢ao, portanto seu uso em screening é dificultado por ndo estar disponivel
em grande parte dos laboratérios de andlises clinicas e hospitais, principalmente
em paises de baixa renda, como o Brasil. E majoritariamente empregada com
ionizacao por electrospray (ESI) no modo positivo. A detecgdo UV-Vis pode ser
empregada entre 254 e 260 nm, comprimentos de onda de absorcdo maxima da
maior parte dos nucleosideos estudados. A técnica representa uma alternativa
eficiente e de baixo custo para andlises de rotina, porém tem como principais
desvantagens a baixa sensibilidade e a impossibilidade de confirmagcdo da
identidade dos analitos. Quando aliada a CE, a detectabilidade é reduzida em
relacdo a HPLC ou UPLC devido ao menor caminho 6ptico fornecido pelo sistema,
correspondente ao didmetro do capilar, porém tal fator pode ser minimizado
através do uso de estratégias de pré-concentragdo de amostra e capilares com
cela de deteccao estendidas. 3%

Os métodos analiticos ja publicados, portanto, apresentam deficiéncias que
restringem sua aplicabilidade em analises clinicas de rotina, como necessario em
processos de screening. Em adendo, um universo amostral amplo, constituido
tanto por individuos saudaveis quanto por portadores da doenca, deve ser
estudado e empregado em estratégias estatisticas e quimiométricas para que o
diagnéstico de amostras desconhecidas seja corretamente efetuado; entretanto,
grande parte dos estudos emprega grupos restritos de individuos, que nédo séo
estatisticamente representativos, e realizam a validacdo da metodologia analitica
em solugbes aquosas, desconsiderando quaisquer efeitos da matriz. Assim, a
aplicabilidade de tais analitos como biomarcadores tumorais para screening ainda

necessita de melhorias. °
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Capitulo 2

Objetivos
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1. Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivos o desenvolvimento e a validagdo de um
método de analise de nucleosideos em soro sanguineo de individuos sadios e

com cancer de prostata por CE-UV.

2.  Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

o Otimizagcdo de um novo método de andlise de nucleosideos em soro
sanguineo por CE-UV empregando inversdo de fluxo eletrosmético (EOF,
do inglés electrosmotic flow), com uso de menor quantidade de tensoativo,
visando ampla aplicabilidade clinica e auxilio na obtengdo de diagnésticos
mais exatos para os estagios iniciais do cancer de prostata quando
combinado aos testes de screening ja disponiveis;

« Avaliagédo do tensoativo catibnico brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB, do
inglés cetyltrimethylammonium bromide) como alternativa ao SDS, em
busca de redugao nos problemas gerados pelas altas concentracdes de tal
sal;

« Avaliacédo de estratégias de pré-concentragdo de amostra para maximizar a
detectabilidade dos analitos, tornando-a mais adequada a matriz biolégica
escolhida;

« Validacdo do meétodo baseada na legislacdo brasileira e em normas
internacionais (americanas e europeias) executada em um pool de
amostras de soro sanguineo de individuos sadios para garantir a
adequabilidade da metodologia a matriz biolégica;

« Andlise de amostras de soro sanguineo de pacientes com cancer de
préstata em comparacédo com individuos saudaveis;

. Estudo quimiométrico para verificar a potencial caracteristica dos
nucleosideos como biomarcadores tumorais.

25



26



Capitulo 3

Desenvolvimento da
metodologia de analise por
CE
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1. Materiais e equipamentos

Utilizaram-se os reagentes: acido borico, fosfato de sddio monobasico
monohidratado e hidréxido de sbédio em pastilhas da fabricante Merck S.A
(Darmstadt, Alemanha); CTAB da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha); e
metanol da Carlos Erba (Mildo, Itdlia). O acido cloridrico foi obtido da empresa
LabSynth (Sdo Paulo, Brasil) e a acetona, utilizada como marcador de EOF, da
Nuclear (Sao Paulo, Brasil). Os padrdes analiticos de nucleosideos citidina (C),
adenosina (A), 1-metiladenosina (1mA), timidina (T), uridina (U), 5-metiluridina
(5mU), guanosina (G), xantosina (X), inosina (l) e 2-deoxiadenosina (2dA), além
do padrao interno 8-bromoguanosina (8BrG) (Figura 5) foram adquiridos na
empresa Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Todas as solucbes empregadas
no desenvolvimento da metodologia foram preparadas utilizando-se agua
purificada por sistema Milli-Q proveniente da Millipore (Billerica, EUA). As solucbes
foram filtradas em filtros n&o-estéreis de nylon Millex de 0,20 ym da Millipore
(Cork, Irlanda) antes de serem injetadas no equipamento de CE.
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Figura 5 — Estruturas quimicas dos nucleosideos e do padrdo interno
(8BrG) investigados.
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O pH das solugdes tampéo foi ajustado com solugées de NaOH 1,0 mol/L,
NaOH 0,1 mol/L ou HCI 0,1 mol/L com pHmetro de bancada Metrohm modelo 827
(Herisau, Suica). Os BGEs contendo tensoativo e modificador organico foram
preparados através da dissolucao de tais reagentes na solugdo tampao com pH
previamente ajustado.

O equipamento utilizado foi um CE-UV modelo CE7100 com software 3D-
CE ChemStation, ambos da Agilent Technologies (Waldbroon, Alemanha).
Capilares de silica fundida com dimensdes de 50 ym de didmetro interno (i.d., do
inglés internal diameter), 56 cm de comprimento efetivo (Les) € 62,5 cm de
comprimento total (L), adquiridos da Polimycro Technologies (Phoenix, Estados
Unidos), foram empregados durante o desenvolvimento da metodologia. Tais
dimensdes foram escolhidas de acordo com a disponibilidade de capilares no
modelo bubble cell ou extended light path (cela de detec¢ao estendida), fornecidos
pela Agilent Technologies (Waldbroon, Alemanha), empregados durante a
otimizagéo da injecao e validagdo da metodologia. O melhor comprimento de onda
para detecgdo dos nucleosideos foi determinado através de espectros UV-Vis
obtidos no CE como 260 nm. '

Foram empregadas solu¢cdes na concentracdo de 1,0 mmol/L dos padrdes
de nucleosideos C, A, T, 2dA, U, 5mU, G, X, | e do padréao interno 8BrG durante a
maior parte da otimizacdo. Eventuais alteracbes de tal configuracdo serado
explicitadas ao longo do texto. O padrdo de 1mA foi eliminado da otimizagao apds
alguns testes iniciais devido a observacao de um pico eletroforético que indicava
sua degradagcdo e a impossibilidade de adquirir um novo produto, ja que sua

producéo foi descontinuada pelo fabricante.

2. Metodologia inicial

O desenvolvimento da metodologia visou a obtencao de um procedimento
rapido, de baixo custo e robusto, com alta aplicabilidade para analises clinicas. As
condic¢des iniciais empregadas foram baseadas no método publicado por Jiang et
al. 8 Tal trabalho apresenta a separagdo de 12 nucleosideos em menos de 7
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minutos através do uso de BGE contendo borato de sédio 25 mmol/L, fosfato de
sédio 25 mmol/L e CTAB 25 mmol/L em pH 9,50 e tensédo de -15 kV. O EOF é
invertido devido ao uso do tensoativo catibnico e as concentracdes de sal sédo
mais baixas do que as comumente usadas para SDS. Jiang et al. apresentam,
ainda, a validagdo do método em meio aquoso através da construgcdo de curvas
analiticas e avaliacdo de reprodutibilidade e recuperacédo, porém nado mostram
dados de precisdo e exatiddao, além de desconsiderarem efeitos da matriz
escolhida (urina).

O método apresenta como principais diferenciais a aplicagdo de tensao
negativa e uso de tensoativo catibnico em um BGE misto de bérax e fosfato. O
tensoativo, além de proporcionar a formacdo de micelas e a separacdo dos
analitos por hidrofobicidade, interage com os grupos silandis presentes nas
paredes do capilar, tornando sua superficie interna positiva através da formagéo
de uma camada de recobrimento dindmico. Assim, o EOF resultante tem carater
predominantemente negativo € migra na direcao do anodo (positivo), configuracdo
contraria a normalmente empregada em CE. A aplicagdo de tensdo negativa faz
com que o anodo esteja na posicao de outlet (saida do capilar), garantindo que o
EOF ocorra no sentido da entrada (inlet) para a saida do capilar, através da cela
de deteccéao (Figura 6).
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Figura 6 — Inversdao do EOF causada pela formacdo de uma camada de
recobrimento dindmico positivo sobre a superficie do capilar de silica fundida
através da atracdo couldmbica entre os grupos silandis negativos e o tensoativo
catiénico.
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O ion borato desempenha tanto papel de agente tamponante como de
agente complexante, pois forma complexos com polidis em solugbes alcalinas
através de ligacdes covalentes reversiveis. Essa interacao ja € conhecida ha mais
de 100 anos e foi primeiramente empregada para a andlise de carboidratos.
Atualmente, sabe-se que o borato apresenta afinidade por glicoproteinas,
lipoproteinas, proteases, catecoéis, hemoglobina, nucleosideos, nucleotideos e
acidos nucleicos. A interagdo é baseada na esterificacdo entre os grupos hidroxila
do diol, idealmente ligados a carbonos adjacentes e em configuracdo coplanar
(1,2-cis-diol), com borato em meio basico. Interacbes com 1,3-cis-diols também
ocorrem, mas resultam em ligagcdes mais fracas devido a geometria menos
favoravel. O mecanismo de tal ligagcdo nao esta completamente elucidado, porém
€ iniciado pela hidroxilagao do ion boronato em meio basico, resultando no anion
tetraédrico, que forma ligagdes covalentes com grupos cis-diols. (Figura 7). O
diéster ciclico resultante pode ser hidrolisado em meio acido, revertendo a reacao
e liberando o analito. O equilibrio de complexacédo depende apenas do pH do meio
e da concentracdo total de boro. A mobilidade eletroforética do substrato sera
alterada de acordo com a carga do complexo formado, predominantemente
negativa, cuja magnitude é determinada pela posicao de equilibrio e, portanto,
pela estabilidade do complexo. Em concentracéo fixa do poliol, a concentracéao de
complexos aumenta com o aumento da concentragdo de borato e também com o
aumento do pH. Como a complexagéao de polidis é fortemente dependente do pH
do tampao e da concentracdo de borato, ambos os parametros podem ser
ajustados para uma otimizacdo da separacdo. Maiores pHs e concentracdo de
boro resultam em maior propor¢cdo da espécie complexada e maior mobilidade

efetiva. 929
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Figura 7 — Interagcao entre anions borato e analitos contendo grupos 1,2-cis-
diol em solugdes aquosas. A eliminacdo de agua durante a formagao do complexo

foi suprimida para facilitar a visualizagdo. %%

Foram realizadas andlises de mistura dos padrées de nucleosideos em

condicdes baseadas na metodologia proposta por Jiang et al. ®

, porém os
eletroferogramas resultantes apresentaram picos com baixa resolucdo e co-
migracao dos padrdes (Figura 8). Decidiu-se, portanto, otimizar os parametros de
separacdo em busca de maiores resolugbes. Foram avaliados: composicao e
concentragcdo do BGE por ensaios bivariados, efeito de eletrdlito misto, pH do
BGE, temperatura (T), tensdo (V), condicionamento do capilar, adicdo de

modificador orgéanico e tempo de injecao hidrodinamica (50 mbar).
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Absorbancia (mAU)

Tempo (min)

Figura 8 - Eletroferogramas obtidos com condi¢bes baseadas na

metodologia proposta por Jiang et al. ', i.e. BGE tetraborato de sédio (bérax) 25

mmol/L, fosfato de sddio 25 mmol/L e CTAB 25 mmol/L em pH 9,50; V = -15kV; T

= 25°C; injecao hidrodinamica a 50 mbar por 15 s; padrées de nucleosideos C, A,
1mA, 2dA, T, U, 5mU, G, X, | e 8BrG; detecgcdo em 260 nm.

Durante a otimizacdo da metodologia, decidiu-se empregar a resolugao
como parametro principal para avaliacao das condi¢oes investigadas. A condicdo
com valores mais altos ou com 0 menor numero de pares de picos com resolugcao
menor que 1,5 foi escolhida como étima, jA que tal niumero corresponde a
separacao em linha de base. Todos os ensaios apresentados foram realizados em

triplicata.
3. Composicao do BGE

3.1. Acido borico e CTAB

Uma abordagem multivariada, com 2 fatores (concentracdo de acido bérico
e CTAB) e 4 niveis (10, 30, 50 e 70 mmol/L), foi realizada para otimizacao
simultanea das concentragdes de acido borico e CTAB no BGE. O aumento da

concentracado de acido bérico favorece a formagao de complexos com grupos cis-
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diol, alterando a mobilidade dos analitos. Maiores concentragées de CTAB, por
outro lado, aumentam a concentracdo de micelas, além de aumentarem a forca
ibnica do BGE, o que reduz a mobilidade do EOF e favorece a ocorréncia de efeito
Joule. A CMC (concentragdo micelar critica, do inglés critical micelle
concentration) do tensoativo CTAB é de c.a. 1 mmol/L em &gua, portanto a
formagéo de micelas ocorre em todas as concentragdes avaliadas. Ambos os sais,
assim, interferem na separacéo entre os analitos. %%

A melhor condicao escolhida corresponde a &cido borico 30 mmol/L e CTAB
50 mmol/L, conforme os eletroferogramas e graficos de resolucdo em fungéo da
composicado do tampao (Figuras 9 e 10). Dois pares de picos (3-4 e 8-9) ainda
apresentaram resolucdo abaixo do valor minimo de 1,5, i.e. suas separagdes nao

atingiram a linha de base.
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Figura 9 — Eletroferogramas obtidos para a otimizacdo da concentracédo de
borato e CTAB no BGE. A melhor condicao esta destacada pela seta (acido bérico
30 mmol/L e CTAB 50 mmol/L). Condicdes: BGE acido bérico e CTAB em
concentracdes variadas e pH 9,50; V = -15 kV; T = 25°C; injecao hidrodindmica a
50 mbar por 15 s; padrbées de nucleosideos C, A, 2dA, T, U, 5mU, G, X, | e 8BrG;

deteccao em 260 nm.
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Figura 10 — Resolugcbes obtidas para a otimizagdo da concentracdo de

acido bérico e CTAB no BGE. Condi¢oes: analogas as da Figura 9.
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3.2. Fosfatoe CTAB

Um planejamento multivariado com 2 fatores (concentracdo de fosfato de
sédio e CTAB) e 4 niveis (10, 30, 50 e 70 mmol/L) foi realizado para otimizacao
simultanea das concentracdes de fosfato de s6dio monobasico e CTAB no BGE. O
fosfato ndo possibilita a formag¢ao de complexos com os analitos, portanto seu uso
leva a perda de uma dimensao de separacdo. Em adendo, o fosfato, com pKas de
2,1, 7,2 e 12,7, apresenta baixo carater tamponante no pH 9,50, o que leva a
maiores variagées de pH durante as analises e baixa repetibilidade dos resultados.
Ainda assim, tal sal foi avaliado por estar presente na metodologia proposta por
Jiang et al., bem como em outros trabalhos publicados na literatura. 46:60:64:65.78.81.97

A melhor condigéo corresponde a fosfato 70 mmol/L e CTAB 70 mmol/L, as
maiores concentragcdes avaliadas, conforme apresentado nos gréaficos de
resolucéo e eletroferogramas (Figuras 11 e 12). Observou-se, porém, resolucdes
menores em comparagao com o BGE contendo apenas acido bérico. Os mesmos
pares de picos (3-4 e 8-9) apresentaram resolucbes menores que 1,5, porém
houve perda de resolucédo para os demais pares em relagdo ao BGE com acido
bdrico, com destaque para 1-2 e 5-6. Por fim, as solu¢des com 70 mmol/L de
CTAB, ap6s permanecerem em repouso por alguns minutos sobre a bancada em
temperatura ambiente, apresentaram precipitacao devido a alta concentracdo do
sal e sua baixa solubilidade em agua, ndo sendo adequadas para uso rotineiro,
pois podem causar entupimentos dos capilares e deposi¢cao de sal no interior do
equipamento. Assim, o uso de fosfato como Unico sal presente no BGE foi
considerado desfavoravel para a separagao.
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Figura 11 — Eletroferogramas obtidos para a otimizacdo da concentracao de
fosfato e CTAB no BGE. A melhor condicéo esta destacada pela seta (fosfato 70
mmol/L e CTAB 70 mmol/L). Condi¢des: analogas as da Figura 9, porém com

BGE composto por fosfato e CTAB.
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Figura 12 — Resolugbes obtidas para a otimizagdo da concentragdo de
fosfato e CTAB no BGE. Condigbes: analogas as da Figura 9, porém com BGE
composto por fosfato e CTAB.
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3.3. Eletrdlito misto

O uso de eletrélito misto, composto por borato e fosfato, € reportado na
maior parte dos trabalhos que descrevem a analise de nucleosideos por CE-UV.
46.6064.657881.97 5 pH empregado em grande parte das publicagdes geralmente
esta entre 6 e 7, dentro da faixa de tamponamento do fosfato, porém tais valores
nao favorecem a formacao de complexos de borato com os analitos, ja que nao
possibilitam a hidroxilacdo do ion boronato por ndo serem basicos. Assim, uma
dimensao de separacao € perdida e 0 uso de borato deve ter como principal efeito
a alteracdo da forga ibnica do meio. Tal condi¢do, portanto, ndo € ideal para a
separacao de nucleosideos. A metodologia proposta por Jiang et al., por outro
lado, emprega pH de 9,50, no qual ocorre formagéao de tampao com o ion borato.
8 Neste caso, o fosfato deve agir apenas na alteracdo da forca idnica do BGE.

As duas melhores condicoes obtidas para concentracao de acido bérico e
CTAB no BGE (acido boérico 30 mmol/L e CTAB 50 mmol/L; acido bérico 30
mmol/L e CTAB 30 mmol/L) foram empregadas para verificacdo do efeito do uso
de eletrélito misto com quatro concentracoes de fosfato (10, 30, 50 e 70 mmol/L).
A melhor condi¢do escolhida corresponde a acido bérico 30 mmol/L, CTAB 50
mmol/L e fosfato 30 mmol/L, conforme graficos de resolucédo e eletroferogramas
(Figuras 13 e 14). Observou-se maior quantidade de picos com resolu¢cao menor
do que 1,5 do que para acido bérico e CTAB nas mesmas concentracées sem
fosfato. Decidiu-se, portanto, que a adicao de fosfato ndao é favoravel a separacao

considerada.
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Figura 13 — Eletroferogramas obtidos para a otimizac&o da concentracao do
eletrdlito misto. A melhor condicdo esta destacada pela seta (acido bérico 30
mmol/L, CTAB 50 mmol/L e fosfato 30 mmol/L). A: acido bérico 30 mmol/L, CTAB
50 mmol/L; B: &cido bérico 30 mmol/L, CTAB 30 mmol/L. Condicbes: analogas as

da Figura 9, porém com BGE composto por acido bérico, fosfato e CTAB.
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Figura 14 — Resolugdes obtidas para a otimizagdo da concentragéo de sais
no eletrélito misto. A: acido bérico 30 mmol/L, CTAB 50 mmol/L; B: acido bérico 30
mmol/L, CTAB 30 mmol/L. Condi¢des: analogas as da Figura 9, porém com BGE
composto por acido bérico, fosfato e CTAB.
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3.4. Definicao da melhor composicao do BGE

Comparando-se as melhores condi¢coes obtidas para os ensaios realizados,
é possivel concluir que as resolucbes apresentam-se maiores para BGE composto
por &cido boérico do que para fosfato e eletrdlito misto. A condigdo 6tima escolhida,
portanto, € acido bérico 30 mmol/L e CTAB 50 mmol/L. Ainda assim, dois pares de

picos apresentaram resolugcao menor que 1,5 (3-4 e 8-9).

4.  pHdoBGE

O efeito da variagao de pH no BGE composto por acido bérico 30 mmol/L e
CTAB 50 mmol/L foi avaliado entre 7,50 e 11,00. O borato apresenta pKa de 9,2,
portanto seu intervalo de tamponamento esta entre 8,2 e 10,2. Os valores foram
extrapolados para garantir ampla cobertura de pHs, mas destaca-se que os pHs
abaixo de 8,2 e acima de 10,2 n&o resultam em meio tamponado.

O pH do eletrélito interfere na ionizacdo dos grupos silandis presentes na
parede do capilar. Os grupos silan6is em materiais de silica fundida se tornam
totalmente desprotonados por volta de pH 8,5, sendo que a mobilidade do EOF
aumenta com o aumento do pH até esse valor.®® O pKa dos nucleosideos, por sua
vez, esta entre 12,5 e 13,0 para a maior parte dos padroes estudados (Tabela 1).
3538 Assim, os pHs escolhidos ndo devem interferir significativamente na ionizagéo
da maior parte dos analitos, mas principalmente na mobilidade do EOF. Estes,
porém, ndo sdo os unicos parametros que influenciam na ordem de migracéo dos
analitos, ja que o tensoativo presente no BGE proporciona um mecanismo de
separacao adicional regido pelas diferencas de hidrofobicidade. Em adendo,
valores mais altos de pH favorecem a complexacao de polidis por borato.
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Tabela 1 — Valores de pKa de alguns dos nucleosideos estudados. 3*°

Nucleosideo pKa
4,1;12,5
3,6;12,5

9,8
9,3;12,5
2,2;9,5
5,5; 13,0

1,2;8,9; 12,5

— X OCH>»O

A melhor condigdo escolhida corresponde ao pH 10,00 (Figuras 15 e 16).
Porém os pares de picos 3-4 e 8-9 ainda ndo atingiram resolucdo em linha de

base.

100 3 sy |
2

pH 10,50 19 % g7eR 10
2

2 %0

Hoso [Py 0 |
A
HOo R T Rw |

pH 8,50 f
pH 8,00 /|

pH 7,50 |

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (min)

Absorbancia (mAU)

Figura 15 — Eletroferogramas obtidos para a otimizacdo do pH do BGE
entre 7,50 e 11,00. As condi¢ées com pH entre 7,50 e 8,50 ndo apresentam a
identificacdo dos picos devido a co-migracao. A melhor condicao € destacada pela
seta (pH 10,00). Condigbes: analogas as da Figura 9, porém com BGE borato 30
mmol/L e CTAB 50 mmol/L em pHs variaveis.
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Figura 16 — Resolugdes obtidas para a otimizacédo do pH do BGE entre 7,50
e 11,00. Condicoes: analogas as da Figura 9, porém com BGE borato 30 mmol/L e

CTAB 50 mmol/L em pHs variaveis.

Um ajuste fino em torno do pH 10,0 foi realizado em seguida. Notou-se que
o pH 9,90 resultou em maiores resolugdes, portanto foi escolhido como étimo
(Figuras 17 e 18). Ainda assim, os pares de picos 3-4 e 8-9 apresentaram
resolugdes abaixo de 1,5.
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Figura 17 — Eletroferogramas obtidos para o ajuste fino do pH do BGE entre

9,70 e 10,40. A melhor condicdo € destacada pela seta (pH 9,90). Condigdes:

analogas as da Figura 9, porém com BGE borato 30 mmol/L e CTAB 50 mmol/L

em pHs variaveis.
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Figura 18 — Resolugdes obtidas para o ajuste fino do pH do BGE entre 9,70

e 10,40. Condigcdes: andlogas as da Figura 9, porém com BGE borato 30 mmol/L e

CTAB 50 mmol/L em pHs variaveis.
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5. Temperatura

O efeito da variacdo da temperatura do cassete onde o capilar é
acondicionado foi avaliado entre 20 e 25°C. Temperaturas mais baixas nao foram
testadas devido a possibilidade de precipitacdo do CTAB. Temperaturas mais
altas, por sua vez, levam a maior velocidade de EOF, o que prejudica a
separacao.

As menores temperaturas resultaram em melhores resolucdes devido a
menor velocidade do EOF (Figuras 19 e 20). Um inconveniente desta configuracéo
€ 0 maior tempo total de andlise, j& que o EOF apresenta menor mobilidade,
porém a variagdo observada foi pequena (de 16,4 min em 25°C a 17,9 min em
20°C para o ultimo pico — Figura 19). Entre 20 e 24°C, dois pares de picos
apresentam resolugcdo menor que 1,5 (3-4 e 8-9), porém o aumento da
temperatura leva a perda de resolugéo e, em 25°C, o par 4-5 também deixa de

apresentar separacao ideal. A temperatura de 20°C resultou em maiores

resolucdes e foi escolhida como 6tima.
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Figura 19 — Eletroferogramas obtidos para a otimizacdo de temperatura do
cassete no qual o capilar é acondicionado durante as analises entre 20 e 25°C. A
melhor condi¢do é destacada pela seta (20°C). Condicdes: analogas as da Figura
9, porém com BGE borato 30 mmol/lL e CTAB 50 mmol/L em pH 9,90 e
temperatura variavel.
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Figura 20 — Resolugdes obtidas para otimizagdao da temperatura do cassete
no qual o capilar € acondicionado durante as analises entre 20 e 25°C. Condigdes:
analogas as da Figura 9, porém com BGE borato 30 mmol/L e CTAB 50 mmol/L
em pH 9,90 e temperatura variavel.

6. Tensao

A tensdo aplicada durante a separacgéao foi avaliada em -10, -15, -25 e -30
kV, buscando cobrir uma ampla faixa de valores em torno do proposto na
metodologia inicial (-15 kV). O aumento da tensdo (em médulo) leva a perda de
resolucdo entre todos os picos por aumentar a mobilidade do EOF, além de
reduzir o tempo total de analise (Figuras 21 e 22). A perda de resolugcdo € mais
probleméatica para o par de picos 4-5, com valores abaixo do minimo aceitavel de
1,5 em tensdes mais elevadas devido a maior velocidade do EOF. Apesar do
maior tempo de andlise, decidiu-se empregar -10 kV em busca da melhor
separacdo entre os analitos. Ainda assim, os pares de picos 3-4 e 8-9
apresentaram resolugdes inferiores a 1,5.
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Figura 21 — Eletroferogramas obtidos para otimizagdo da tensdo aplicada
durante a separacao entre -10 e -30 kV. A melhor condigdo € destacada pela seta
(-10 kV). Condicdes: BGE borato 30 mmol/L e CTAB 50 mmol/L em pH 9,90; V
variavel; T = 20°C; injecdo hidrodindmica a 50 mbar por 15 s; padrées de
nucleosideos C, A, 2dA, T, U, 5mU, G, X, | e 8BrG; deteccao em 260 nm.
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Figura 22 — Resolugdes obtidas para otimizagdo da tensdo aplicada durante
a separacao entre -10 e -30 kV. Condi¢oes: analogas as da Figura 21.
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7.  Condicionamento do capilar

O condicionamento do capilar foi otimizado para maximizar a repetibilidade
de tempos de migracdo. Foram avaliadas seis injecées consecutivas com
condicionamentos empregando solugbes de NaOH 0,1 mol/L e 1,0 mol/L e solu¢do
de HCI 0,1 mol/L (Figura 23). Entre as analises empregando as diferentes
condigdes, foi realizada limpeza do capilar com agua por 30 min e ar por 200 s. O
condicionamento inicial foi realizado com flush (lavagem sob pressao) de 500 s de
acido ou base, seguido por 300 s de 4gua e 500 s de BGE. Entre analises, foi feito
flush de 120 s de acido ou base, 120 s de agua e 300 s de BGE.
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Figura 23 — Eletroferogramas obtidos para otimizagdo do condicionamento

do capilar. Condi¢des: analogas as da Figura 21, porém com V = -10 kV.
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A solucao de NaOH é empregada frequentemente para condicionamento de
capilares de silica fundida em CE para a desprotonagdo dos grupos silandis da
superficie, favorecendo a formacdo do EOF. O HCI, embora ndo usual como
agente condicionante, pode ter como efeito principal a remog¢do de substancias
adsorvidas nas paredes do capilar devido a protonagdo dos grupos silandis,
promovendo maior uniformidade da superficie e, consequentemente, do EOF.

Para 6 réplicas, atingiu-se coeficiente de variacdo para os tempos de
migragao entre: 1,9 (pico 1) e 3,6% (pico 10) para NaOH 0,1 mol/L; 0,3 (pico 8) e
1,2% (pico 6) para NaOH 1,0 mol/L; 0,3 (pico 8) e 0,7% (pico 4) para HCI 0,1
mol/L. Decidiu-se, portanto, empregar o condicionamento com HCI 0,1 mol/L.
Manteve-se, porém, o condicionamento de capilares novos com metanol e NaOH
1,0 mol/L e flush com NaOH 1,0 mol/L no inicio de sequéncias de analise longas,
ja que o material da superficie do capilar requer a presenca de base para
desprotonar os grupos silanéis e gerar o EOF.

8.  Modificador orgénico

Os solventes organicos, quando adicionados ao BGE, agem diminuindo a
interacdo soluto-capilar e aumentando a solubilidade de solutos organicos.
Alteram a polaridade e a viscosidade do BGE, causando modificagbes no EOF,
com consequente variacdo do tempo total de analise. Também modificam a
seletividade do método por alterarem a distribuicado do soluto entre o BGE e as
micelas, ja que MECK tem como fundamento de separacado as diferencas de
distribuicdo de um soluto entre fases hidrofébicas e hidrofilicas, diretamente
afetadas pelo solvente orgéanico.

Os solventes organicos metanol (MeOH) e acetonitrila (ACN) foram
testados em busca de melhor separacdo. O efeito de solventes organicos € dificil
de prever, porém é esperado que ambos alterem a mobilidade do EOF por
causarem variacées na viscosidade do meio. Além disso, os dois modificadores
diminuem a polaridade do BGE, alterando a particdo dos analitos. O MeOH,
porém, é um solvente polar prético, enquanto que a ACN apresenta carater
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aprotico, nao interagindo por ligacdes de hidrogénio, o que pode reduzir a
solubilidade dos analitos em questao.

Primeiramente, avaliou-se o efeito da adicdo de MeOH no BGE em
concentracdes entre 0 e 20% (v/v). O aumento na concentracdo de metanol
causou aumento no tempo total de analise e alteragdes nas resolugdes, portanto o
melhor compromisso entre resolucdo e tempo foi buscado (Figuras 24 e 25). Os
pares de picos mais afetados sdo 3-4 e 8-9. Observa-se perda de resolugéao entre
0 par de picos 3-4 até 16%, porém ganho significativo para o par 8-9. A maior
resolucdo para o par 3-4 ocorre em 4%. Para 8-9, a melhor resolugdo ocorre em
16%, porém o ganho ndo compensa 0 aumento no tempo total de andlise (c.a. 29
min contra c.a. 18 min para 0%) e a perda de resolugédo entre o par 3-4. Sendo
assim, a condigdo com 4% de metanol foi, a principio, escolhida como ideal,

porém os pares 3-4 e 8-9 ainda apresentaram resolu¢ao menor que 1,5.
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Figura 24 — Eletroferogramas obtidos para a otimizagdo da concentracao de
MeOH no BGE entre 0 e 20%. A melhor condicdo é destacada pela seta (4%).
Condicoes: analogas as da Figura 21, porém com BGE contendo MeOH em

concentracdes variadas e V = -10 kV.
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Figura 25 — Resolucbes obtidas para a otimizacdo da concentracdo de
MeOH no BGE entre 0 e 20%. Condicbes: analogas as da Figura 21, porém com

BGE contendo MeOH em concentragdes variadas e V = -10 kV.

Como modificador organico alternativo, foi avaliado o efeito da
concentracao de acetonitrila entre 0 e 10%, porém as resolucdes diminuiram apos
adicéo do solvente, com destaque para os pares de picos 3-4, 4-5 e 8-9 (Figuras
26 e 27). Assim, tal configuracao foi descartada.
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Figura 26 - Eletroferogramas obtidos para a otimiza¢do da concentragéo de
ACN no BGE entre 0 e 10%. Condigbes: analogas as da Figura 21, porém com
BGE contendo ACN em concentracdes variadas e V = -10 kV.
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Figura 27 — Gréfico de resolugcbes obtido para a otimizagdo da

concentragdo de ACN no BGE entre 0 e 10%. Condigbes: analogas as da Figura
21, porém com BGE contendo ACN em concentracdes variadas e V = -10 kV.
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9. Identificacao dos analitos

Foram injetadas solugcbes individuais dos padrdes de nucleosideos na
concentracdao 1,0 mmol/L para identificacdo dos picos, bem como uma solucéo
mista (Figura 28). Os picos foram identificados por tempo de migragao e espectro
de absorgéo na regiao do UV (Figura 29). A ordem de migragao obtida foi: 1 — C; 2
—A;3-2dA;4-T;5-U;6-5mU;7-G;8-X;9-1;e 10 — 8BrG.
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Figura 28 - Eletroferogramas obtidos para a identificagdo dos picos dos
analitos. Condicoes: BGE borato 30 mmol/L, CTAB 50 mmol/L e MeOH 4% em pH
9,90; V = -10 kV; T = 20°C; injecao hidrodinamica a 50 mbar por 15 s; padrdes de
nucleosideos C, A, 2dA, T, U, 5mU, G, X, | e 8BrG; deteccao em 260 nm.
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Figura 29 — Espectros de absor¢cdo UV dos analitos estudados entre 200 e
400 nm, obtidos com o detector de arranjo de diodos do equipamento de CE-UV.

A ordem de migragao € ditada tanto pela carga dos analitos, sendo que os
que apresentam maior mobilidade eletroforética migram mais rapidamente, quanto
pela polaridade e hidrofobicidade. Quanto a carga, os nucleosideos G e T
apresentam pKa abaixo de 9,90 e, portanto, estao parcialmente desprotonados.
Por outro lado, o carater positivo do CTAB faz com que as micelas tenham
migracdo eletroforética em diregdo contraria ao EOF. Os analitos menos polares
apresentam maior interacdo com o interior das micelas e devem deixar o capilar
mais tardiamente. Tal fator € evidenciado pelo ultimo analito a deixar o capilar,
8BrG, com forte carater hidrofébico devido a presenga do bromo. A presenca do
solvente organico, porém, pode alterar a interagcdo soluto-micela. Portanto, a
ordem de migracdo em um sistema tdo complexo quanto o estudado é dificiimente
prevista.

O par de picos que apresenta a menor resolucéo é o 3-4, que envolve 2dA
e T, nucleosideos que nado sao retidos pela resina de acido fenilborénico (PBA, do
inglés phenylboronic acid), empregada para a extragdo dos analitos da matriz de
sSoro sanguineo, por nao possuirem o grupo de afinidade 1,2-cis-diol (Figura 5).
Decidiu-se eliminar um deles do desenvolvimento do método, ja que nao serao
eficientemente extraidos nas amostras de soro sanguineo. A resolugcao deste par
deixou de ser um carater limitante para a escolha da melhor concentracao de
metanol e notou-se que concentragdes acima de 6% evitam a precipitagdo do

CTAB ap6s repouso prolongado da solugdo. Assim, decidiu-se empregar
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concentragdo de metanol de 10%, condigdo na qual se observa bom compromisso
entre resolucao do par 8-9 (I-X) e tempo total de analise (c.a. 25 min, Figuras 24 e
25).

10. Curva de Ohm

A aplicacdo de alta tensédo através da solugdo contida no capilar leva a
geracéo de calor devido a resisténcia elétrica do meio. O calor € dissipado nas
paredes do capilar, portanto a solugdo em seu interior deve apresentar um
gradiente de temperatura na direcdo radial, sendo mais quente no centro (Figura
30). Assim, um gradiente de viscosidade do BGE também é gerado, o que causa
convecgao térmica e mistura entre bandas ja separadas, levando a reducao da
eficiéncia dos picos. A mobilidade da maior parte dos ions aumenta em 2% a cada
unidade de temperatura absoluta. Tal fendbmeno € denominado Efeito Joule e pode
ser minimizado por reducdo do valor de tensdo aplicada (em maddulo) ou
empregando-se capilares de didmetros menores, que favorecem a dissipacao de
calor. O resfriamento eficiente dos capilares também auxilia na dissipacéo de calor

e reduz o alargamento das bandas. %100-1%

Figura 30 — llustracao do gradiente de temperatura e perfil de mobilidades
eletroforéticas (pep) Obtidos como consequéncia do efeito Joule.

A Lei de Ohm afirma que a tensdo em um resistor é diretamente
proporcional a corrente que passa por ele, porém tal afirmacéo sé € vélida para
sistemas 6hmicos ou lineares. Curvas de Ohm sao graficos que relacionam tenséo

com corrente elétrica linearmente, cuja inclinacao corresponde a resisténcia do
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sistema e desvios da linearidade apontam que ndo obedece a Lei de Ohm. Um
aumento na temperatura do interior do capilar causado pelo Efeito Joule deve
resultar em queda de resisténcia e, consequentemente, aumento da corrente
elétrica, destacado por desvio de linearidade. A faixa de valores de tensdo na qual
os desvios ocorrem deve ser evitada para que a eficiéncia dos picos seja
maximizada.

Foi construida a Curva de Ohm para o BGE estudado com 10% de MeOH
(v/v) entre -1 e -30 kV (Figura 31). E possivel notar que ndo ocorrem desvios
significativos de linearidade até c.a. -17 kV, portanto qualquer valor de tensao
dentro de tal faixa pode ser empregado para a separacdo em questdo sem
prejudicar a eficiéncia dos picos. Acima desse valor, um leve desvio pode ser

notado, o que demonstra a ocorréncia do efeito Joule.

40
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0 25 20 45 0 5 0
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Figura 31 — Curva de Ohm obtida para o BGE composto por borato 30

mmol/L, CTAB 50 mmol/L e MeOH 10% em pH 9,90 (T = 20°C).

11. Tensao (ajuste fino)

Realizou-se novamente a otimizacao da tensao para o BGE contendo 10%
de metanol entre -10 e -15 kV sem 2dA (Figuras 32 e 33). Novamente, a tensao de
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-10 kV levou as melhores resolugdes e foi mantida, apesar do maior tempo de
andlise. Tensbes maiores levaram a perda de resolugéo do par X-I.
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Figura 32 — Eletroferogramas obtidos para o ajuste fino da tenséo aplicada
durante as andlises entre -10 e -15 kV. A melhor condi¢do é destacada pela seta (-
10 kV). Condicdes: analogas as da Figura 28, porém com BGE contendo 10% de
MeOH e V variavel.

14 o O @) @] O C-A
13 4 O O O AT
12 A T-U
1] v U-5mU
10'- <> 5mU-G
] <l G-X
o] @) 0 0 O O O > Xl
Q8 O I-8BrG
S 71 «
S 1 A A
3 °1 4 A
o 5 & [ % o o
4] A & < q
3—_ O O ﬁ Od O
1 v v N v N N
11 ' ' ' > N > >
] o > >
0 T T T T T T
15 14 13 12 11 -10
Tenséo (kV)

Figura 33 — Resolugbes obtidas para o ajuste fino da tensdo aplicada
durante as analises entre -10 e -15 kV. Condicbes: analogas as da Figura 28,
porém com BGE contendo 10% de MeOH e V variavel.
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A repetibilidade dos tempos de migragéo para o BGE com 10% de metanol
foi avaliada através de 10 inje¢des sucessivas sem troca de BGE (Figura 34). Os
coeficientes de variacao ficaram entre 0,09 (C) e 0,30 % (X).

Absorbancia (mAU)

= IN W [d 00 |[O [N [0 [©

T T T T T T T T T T T T
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Tempo (min)

o
N

Figura 34 — Eletroferogramas obtidos para a avaliagdo da repetibilidade dos
tempos de migracédo. As identificagbes dos picos de todos os eletroferogramas
seguem as descritas para a injecao 10. Condicdes: analogas as da Figura 28,
porém com BGE contendo 10% de MeOH.

12. Tempo de injecao

Como as concentracoes esperadas de nucleosideos em soro sanguineo de
humanos situam-se na faixa de umol/L (Tabela 2), verificou-se o efeito do tempo
de injecdo entre 15 e 60 s para solugdo de padrées 100 umol/L, em busca de
maior detectabilidade dos analitos, porém mantendo-se resolucdo adequada
(Figuras 35 e 36). Os eletroferogramas demonstram que o aumento do tempo de
injecdo resulta em perda de resolucao entre os pares de picos, porém leva a
aumento de altura, elevando a detectabilidade. O valor limite de resolucao de 1,5
s6 é ultrapassado a partir da injecdo por 40 s para o par de picos X-l; assim, o
tempo de injecao escolhido como ideal foi de 30 s. Foram obtidos aumentos de
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altura entre 1,2 (I) e 2,0 (G) vezes em relacao a injecéao por 15 s. As condicoes de

andlise otimizadas sdo apresentadas na Figura 37.

Tabela 2 — Concentragdes de nucleosideos em soro sanguineo de

individuos saudaveis, conforme dados publicados na literatura.

Nucleosideo Concentracao em soro sanguineo (umol/L)
Djukovic et al. © Hartwick et al. '® Xu etal. ¥
A - - 0,065
C 0,87 + 0,37 - 0,068
T - - -
u 12,80 £ 5,18 3,17 £ 1,11 4,98
5muU - - -
G 3,52 +1,68 0,881 £ 0,515 0,077
X - 2,62 +1,04 0,16
I 9,99 + 8,57 5,62 + 2,87 0,36
A
cl T UbsoG |
X 8BrG
60 s
=)
<
£ |50s
@
% 40s
5 l;os N
2
20s [\ N W
15s \ L A

T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Tempo (min)

Figura 35 — Eletroferogramas obtidos para avaliacdo do tempo de injecao
de solugbées 100 umol/L dos padrdes de nucleosideos, sob pressao de 50 mbar.
As identificagbes dos picos seguem as de 60 s. A melhor condigao € indicada pela
seta (30 s). Condicoes: analogas as da Figura 28, porém com BGE contendo 10%
de MeOH e tempo de injecao variavel.
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Figura 36 — Resolucdes obtidas para a otimizagdo do tempo de injecao de
solugcées 100 pmol/L dos padrbes de nucleosideos. Condicdes: analogas as da

Figura 28, porem com BGE contendo 10% de MeOH e tempo de inje¢ao variavel.
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Figura 37 — Eletroferograma obtido nas condigcdes de analise otimizadas
para a metodologia de separagdo dos nucleosideos. Condi¢des: BGE borato 30
mmol/L, CTAB 50 mmol/L e MeOH 10% em pH 9,90; V = -10 kV; T = 20°C; injecao
hidrodindmica a 50 mbar por 30 s; solugdo 100 pmol/L dos padrbes de
nucleosideos C, A, T, U, 5mU, G, X, | e 8BrG; deteccdo em 260 nm.
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13. Conclusoes

Foram atingidas eficiéncias entre 1,34 x 10° (I) e 2,58 x 10° (T) e resolucédo
minima de 2,1 (X-I) para a solucdo aquosa de padrées de nucleosideos na
concentragéo de 100 pumol/L. A extensa otimizagédo possibilitou o alcance de uma
metodologia que emprega concentragdes baixas de sal, evitando problemas de
precipitacao no interior do capilar e do equipamento, aliada a separa¢des em nivel

de linha de base em tempo de analise adequado (c.a. 26 min).
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Capitulo 4

Desenvolvimento da
metodologia de extracao
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1. Materiais e equipamentos

Foram utilizados acetato de aménio e acido féormico provenientes da Synth
(Diadema, Brasil). A resina de PBA Affi-Gel 601 foi adquirida da Bio-Rad
(Hercules, EUA) e as membranas de ultra-filtragdo Amicon Ultra de 3000 Da, da
Millipore (Billerica, EUA). Os demais reagentes e materiais foram descritos
previamente no Capitulo 3.

Amostras de sangue de voluntarios sadios do sexo masculino foram obtidas
junto ao Hemocentro do Hospital de Clinicas da UNICAMP, onde foram
previamente analisadas por imunoensaios especificos para os biomarcadores de
cancer mais comuns, sendo eles: PSA, BHCG, AFP e CEA. O soro sanguineo foi
separado por centrifugacdo apdés a coagulacdo, sendo posteriormente
armazenado a -80°C. Um pool/ com os mesmos volumes de soro sanguineo de 60
individuos sadios foi preparado para as etapas de otimizagdo da metodologia de
extracdo e injecao, bem como para a validacdo. Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP (parecer 868/2008).

2. Metodologia inicial

A extracdo dos nucleosideos a partir da matriz de soro sanguineo foi
otimizada com base em metodologia previamente desenvolvida visando maximizar
a recuperacdo dos analitos. °' A extracdo em fase sélida (SPE, do inglés solid
phase extraction) foi feita empregando-se resina de PBA, utilizada na maior parte
das publicacbes que reportam a andlise de nucleosideos. A resina apresenta
grupos boronato, que possuem afinidade por analitos com grupos cis-diol, ligados
a grupos fenila. A interacao entre os ions boronato e analitos que possuem grupos
1,2-cis-diol é similar a previamente descrita no Capitulo 3 para BGE contendo
anions borato, ie. retencao através de esterificacdo por ligacdes covalentes
reversiveis em meio basico. Em meio acido, porém, ocorre hidrélise das ligacoes

éster e os analitos podem ser eluidos. Além da esterificagdo, outras interacdes
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secundarias podem ocorrer: interagées hidrofobicas do anel fenila (ou interagbes
aromaticas 11-17), que levam a adsorg¢ao néo especifica de analitos como proteinas
e sdao minimizadas em forca ibnica baixa, ja que altas concentracdes de sais
ibnicos favorecem interagdes entre compostos naturalmente hidrofébicos; atragdes
ou repulsées couldmbicas entre a carga negativa do boronato e analitos
carregados, minimizadas para forca iénica elevada; ligacées de hidrogénio entre
as hidroxilas do boronato e ligantes especificos, como aménia; e interacdes de
coordenacdo, nas quais o atomo de boro serve como um aceptor de elétrons
devido ao seu orbital vazio, formando ligagées coordenadas, principalmente com
aminas nao-protonadas e acidos carboxilicos. %

A metodologia previamente desenvolvida € iniciada por filtracdo da amostra
de soro sanguineo com membrana de 3000 Da através de centrifugacédo por 1
hora a 6000 rpm e 5°C. Se necessario, ao filtrado € adicionado o menor volume
possivel de solucdo estoque de padrdes, seguido pela adicdo da solucdo de
padrao interno. Um volume de 500 pL é, entdo, extraido em coluna de SPE
contendo 200 mg de resina de PBA pré-condicionada com metanol (1 mL), acido
férmico 0,1 mol/L (10 mL) e tamp&o acetato de aménio 0,25 mol/L pH 8,8 (10 mL).
A separacdo de interferentes é efetuada lavando-se com tampao acetato de
amdnio 0,25 mol/L pH 8,8 (4 mL) e duas aliquotas de 2 mL de solucédo de acido
férmico 0,10 mol/L completam o processo, eluindo os analitos. As fracbes
coletadas sdo evaporadas em liofilizador e ressuspendidas em agua. ¥’

Devido ao longo tempo de liofilizagao (cerca de 24hs) e ao acesso limitado
ao equipamento, o método de evaporacao foi alterado para secagem em fluxo de
nitrogénio, gas amplamente disponivel em laboratorios e de custo relativamente
baixo. Foram otimizados os parametros: efeito da evaporacdo em fluxo de
nitrogénio, presenca de luz durante a evaporacao, adicao de metanol na solucéo
de acido férmico, concentracdo e pH da solucdo de acetato de amobnio por
planejamento multivariado, concentragéo da solugéo de acido formico e volume de
ressuspensao do eluato apds a evaporacao. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata.

68



3. Evaporacéo em fluxo de nitrogénio

Verificou-se se a evaporacdao da amostra em fluxo de nitrogénio poderia
causar algum tipo de alteracao sobre os resultados obtidos. Um volume de 500 pL
de solugdo mista de padrdées 1,0 mmol/L foi misturado com 4 mL de agua
deionizada (mesmos volumes empregados na eluicdo) e foi evaporado sob fluxo
de nitrogénio. Em seguida, o residuo foi ressuspendido em 500 pL de agua
deionizada e analisado pelo método de separacgao otimizado. Os resultados foram
comparados com a mesma solugdo de padrdes, porém sem evaporagao, em
termos de tempos de migracéo e area do pico corrigida por area do padrao interno
(Figura 38).
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Figura 38 — Eletroferogramas obtidos para a avaliagdo da evaporacao em
fluxo de nitrogénio como alternativa a liofilizacdo. A: solucao de padrbes 1,0
mmol/L misturada com agua e evaporada em fluxo de nitrogénio; B: solugao de
padroes 1,0 mmol/L sem evaporar. Condi¢des: anélogas as da Figura 37, porém
com solugdes de padrdes 1,0 mmol/L.

O tempo de secagem foi reduzido de 24hs (com a liofilizacao) para cerca de
6hs. As variacbes em termos de tempo de migracdo em relacdo a solucado de
padrées ndao evaporada foram menores que 1,0% (entre 0,04% — A e 0,65% -
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5mU). Para area do pico corrigida por area do pico do padrédo interno, porém,
foram observadas variagdes entre -6,9 (A) e 3,8% (l). Um teste estatistico para
comparacao de médias (teste t de Student) com nivel de significancia de 0,05 foi
realizado e nenhum analito apresentou médias estatisticamente diferentes,
portanto decidiu-se empregar a evaporag¢ao como forma de secagem.

Avaliou-se, ainda, se a presenca de luz durante o periodo de secagem
poderia causar degradacado dos analitos estudados. Uma aliquota de 500 uL da
solugcdo mista de padrées 1,0 mmol/L foi misturada com 4 mL de agua e seca de
duas formas: na presencga de luz e envolta em papel aluminio para minimizar a
passagem da luz. As variacoes de tempo de migracao ficaram entre 0,21 (C) e
1,88% (5mU), enquanto que as éareas corrigidas por area do pico do padrao
interno variaram entre -10,10 (T) e 3,36% (X). Apenas o analito T apresentou
areas corrigidas estatisticamente diferentes (teste t com significancia de 0,05) na
presenga e na auséncia de luz. Tal nucleosideo, porém, ndo possui o grupo 1,2-
cis-diol, portanto sua eficiéncia de extracao é reduzida. Assim, considerou-se que
nao ocorrem degradagdes significativas durante a evaporacdo que justifiquem o
bloqueio da luz.

4. Adicao de metanol (MeOH) a solucéo de eluicao

A presenca de MeOH 50% (v/v) na solucdo de acido férmico foi avaliada
visando reduzir o tempo de secagem em fluxo de nitrogénio. A solugdo mista de
padrées 1,0 mmol/L (500 uL) foi diluida em 4 mL de agua, acido férmico 0,1 mol/L
ou acido férmico 0,1 mol/L em MeOH:agua 50% (v/v), evaporada, ressuspendida
em 500 pL de 4gua e analisada pelo método de separacao otimizado (Figura 39).
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Figura 39 — Eletroferogramas obtidos para a avaliagdo da adicdo de MeOH

na solugcéo de eluigcdo dos analitos durante a evaporacao. A: sem evaporacéao; B:

evaporacao em agua; C: evaporacao em acido férmico 0,1 mol/L; D: evaporacao

em acido féormico 0,1 mol/L em MeOH:agua 50% (v/v). Condi¢des: analogas as da

Figura 37, porém com solucdes de padrées 1,0 mmol/L.

As solucdes evaporadas em meio acido foram comparados com a solucao
evaporada em agua por teste t com nivel de significancia de 0,05. Para a solugéao
evaporada em acido formico 0,1 mol/L em comparag¢do com agua, dois picos (C e
A) resultaram em médias de area corrigida por padrao interno estatisticamente
diferentes. Para acido férmico 0,1 mol/L em MeOH:agua 50% (v/v), nenhum pico
apresentou médias de area corrigida estatisticamente diferentes. Tal fato pode ser
atribuido ao menor tempo de secagem, sendo o MeOH mais volatil, o0 que leva a
menor tempo de contato entre os analitos e o acido, além da redugdo da
exposicao da solucao ao ar e a luz. O tempo de secagem foi reduzido de cerca de
6 hs, sem MeOH, para aproximadamente 3 hs com MeOH 50%. Decidiu-se, entéo,

utilizar acido férmico 0,1 mol/L em MeOH 50%.
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5. Concentracao e pH da solucao de acetato de aménio

A solucado de acetato de aménio usada previamente para condicionamento
e clean-up da resina (0,25 mol/L pH 8,80) resultou em picos distorcidos e
separacdo insuficiente dos analitos (Figura 40). °' A concentracdo elevada de
acetato de aménio na solucao de clean-up durante a extracao pode interferir nas
interagcOes entre os analitos e a resina. O cation amoénio interage com o borato
através de forcas couldmbicas, blindando os sitios de ligacdo dos analitos. Além
disso, a forga iGnica elevada favorece interagdes -1 ou hidrofébicas entre os
anéis fenila e possiveis interferentes da matriz, que podem alterar o perfil de
separacdo dos nucleosideos estudados. % A solucao foi, entdo, diluida 10 vezes

para melhorar tal aspecto.

Absorbancia (mAU)

Tempo (min)

Figura 40 — Eletroferogramas obtidos para trés extragées sucessivas com
condicionamento e clean-up da resina com solugdo de acetato de aménio 0,25
mol/L pH 8,8. Condi¢des: analogas as da Figura 37.

Em busca de melhores recuperagoes, decidiu-se otimizar a concentragdo e
o pH da solucao de acetato de ambénio em uma abordagem multivariada de 3
niveis (pH 7,8, 8,8 e 9,8) e 4 fatores (10, 15, 20 e 25 mmol/L), conforme as Figuras
41 e 42. Os resultados demonstraram que o aumento do pH gera melhores
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recuperagoes, porém o pH 9,8 resultou em alteragao do perfil dos picos. O acetato
de amonio apresenta pKa de 9,2, portanto, em tal pH o cation NH," apresenta-se
predominantemente na forma desprotonada (NHgs). Assim, interacbes por ligacao
de hidrogénio com as hidroxilas do ion bordnio e ligagdes coordenadas, nas quais
o par de elétrons livre da amoénia é compartilhado com o a&tomo de boro (eletrdfilo),
dificultam a retencdo dos nucleosideos. * Desta forma, seu uso foi abolido e as
recuperacdes nao puderam ser calculadas. Os CVs das recuperacdes variaram
entre 5,3 (8BrG) e 41,8% (T) para pH 7,8; e 3,4 (G) e 52,4% (T) para pH 8,8. As
maiores variagdes entre réplicas foram obtidas para a T, analito que nao
apresenta o grupo 1,2-cis-diol e interage com a resina apenas através de
interacdes fracas 1,3-diol, portanto sua extracdo tem baixa eficiéncia. Decidiu-se

empregar o pH 8,8 como valor ideal devido as maiores recuperac¢des obtidas.
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Figura 41 — Recuperacotes obtidas para a otimizacdo de concentracao e pH
da solucao de acetato de amébnio, empregada para condicionamento e clean-up da
resina durante a extracdo dos analitos, por planejamento multvariado. Condicées:

analogas as da Figura 37.
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Figura 42 — Eletroferogramas obtidos para a otimizacdo de concentracéao e
pH da solucédo de acetato de amdnio, empregada para condicionamento e clean-
up da resina durante a extracao dos analitos, por planejamento multivariado. A
melhor condicao é destacada pela seta (20 mmol/L pH 8,8). Condicdes: analogas
as da Figura 37.

Quanto a concentracdo da solucdo de acetato de aménio, dois
nucleosideos apresentaram melhor recuperacao em 10,0 mmol/L (A e U); dois em
15,0 mmol/L (C e ) e quatro em 20,0 mmol/L de acetato de aménio (5mU, G, X e
8BrG), como mostrado na Figura 41. A recuperacdao do analito T nao foi
considerada para a escolha, dado que o nucleosideo nao possui grupo 1,2-cis-
diol, portanto apresenta baixissima afinidade com a resina de PBA. A melhor
condicdo, portanto, foi 20 mmol/L de acetato de aménio em pH 8,8. Em tal
condicao, os CVs das recuperacdes variaram entre 5,7 (A) e 33,5% (T).
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6. Composicao da solucao de eluicao

A composicdo da solugdo de acido formico empregada durante as
extracoes para eluicdo dos analitos foi avaliada com 3 niveis (concentracdo de
MeOH em 50, 75 e 100% v/v) e 5 fatores (concentracado de acido formico em 0,5,
1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0% v/v). Em geral, 0 aumento na concentragdo de MeOH leva
a diminuicdo das areas dos picos, devido a menor solubilidade dos analitos no
solvente orgénico (Figuras 43 e 44). As maiores areas foram obtidas para acido
férmico 1,0% em MeOH 50%, com aumentos entre 2,6 (A) e 17,1% (U), porém
com perda de 0,5% para C, em relacdo a solu¢do de acido férmico empregada
anteriormente (0,1 mol/L em MeOH:agua 50%). Os CVs das areas dos picos
ficaram entre 7,4 (8BrG) e 19,5% (X) e as recuperacoes, entre 24,7 (T) e 98,8%
(A).
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Figura 43 — Aumentos de area obtidos para a otimizagdo da composicao da
solucao de eluicao por planejamento multivariado em relacao a solu¢cao composta
por MeOH 50% e acido férmico 0,5% (v/v). 1: MeOH 50%; 2: MeOH 75%; 3:
MeOH 100%; A: acido férmico 0,5%; B: acido férmico 1,0%; C: &cido férmico
2,0%; D: acido férmico 3,0%; E: acido férmico 4,0% (v/v). CondigOes: analogas as
da Figura 37.

75



4,0%

oY <
® 6 oIt _use !
T X 3,0% T | X
3,0% |

20% A

I D
AL G e N
N T T
1,0% l T 1,0% T X
>

Absorbancia (mAU)
>
%
=5
[,
7
_oex
Absorbancia mau)
N
f=)
N
o >
<
4%
5,
20

D AT
& usa! ® 5G|
0,5% I T 0,5% ] T X
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min) Tempo (min)

N
VoS
= uUsG
2 [3,0% % T X
E
© AY
2 VIusG, !
& [2,0% G TP T X
2 S
Q >
3 oV Tuss |
1,0% I X
X N}

T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Tempo (min)

Figura 44 — Eletroferogramas obtidos para a otimizacdo da composicao da
solucao de eluicao dos analitos da resina de PBA, i.e. acido formico e MeOH. A
melhor condicao é destacada pela seta (acido férmico 1% em MeOH 50% v/v).

Condicoes: andlogas as da Figura 37, porém sem 8BrG.
7. Método de extracdo proposto por Jiang et al. ®’

Além da metodologia de separacdo, Jiang et al. propuseram uma
metodologia para extracdo de nucleosideos a partir de amostras de urina
empregando resina de PBA. ' Neste trabalho, a resina é condicionada com 15 mL
de acido féormico 0,1 mol/L em metanol 50% seguido por 15 mL de acetato de
amoénio 0,25 mol/L em pH 8,6. O pH da amostra é ajustado entre 8,2 e 8,6 com
amodnia e 1 mL da mistura é carregado no cartucho de extracao, seguido por 0,5
mL de acetato de aménio 0,25 mol/L pH 8,6. Ap6és 5 ou 10 min, os interferentes
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sao carregados com 4 mL de acetato de aménio 0,25 mol/L pH 8,6; 0,3 mL de
metanol 50% por duas vezes; e 0,5 mL de acido férmico em metanol 50%. A
eluigéao é feita com 3 mL de acido férmico 0,1 mol/L em metanol 50% e o eluato é
evaporado a secura e ressuspendido em 200 puL de agua. Os autores reportam
recuperagoes entre 81,2 (I) e 113% (C), que estimulam o uso de tal procedimento,
portanto as condicbes empregadas foram testadas. A etapa de lavagem com 0,5
mL de &cido férmico 0,1 mol/L em metanol 50% foi, porém, eliminada, ja que o
meio acido deve eluir os analitos e isso poderia prejudicar as recuperagdes
obtidas. Os principais diferenciais propostos, portanto, sdo o uso de solugdo de
acetato de amonio mais concentrada e a passagem de MeOH 50% na etapa de
clean-up.

A Figura 45 apresenta o eletroferograma obtido em comparagdo com o
método empregado até o momento, aqui denominado de “condicdo normal’.
Observa-se claramente que o procedimento proposto por Jiang et al., com a
modificacdo quanto a lavagem acida, reduziu as areas dos picos obtidas e levou a
deformacéo do perfil de separagdo. Houve perda de area entre 40,4 (l) e 76,7%
(T), com excecado de | e 8BrG, que apresentaram aumento de 17,7 e 10,2%,
respectivamente. A alta concentragdo de acetato de aménio empregada favorece
a blindagem da resina quanto a interacdo com os analitos de interesse e o0 uso de
MeOH 50% antes da eluicdo, sem ajuste de pH, pode causar perdas dos
nucleosideos, ja que tal solucédo deve ter carater levemente acido. A metodologia

foi considerada como inadequada.
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Método de Jiang et al.
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Figura 45 — Comparacédo entre a metodologia de extracdo proposta por

Jiang et al. e a condi¢do otimizada até o momento. Condi¢des: analogas as da
Figura 37.

8. Volume de ressuspensao

O volume de agua empregado para ressuspensdao do eluato apds a
secagem em fluxo de nitrogénio foi avaliado entre 125 e 500 pL, para a extragédo
de 500 uL de amostra de soro sanguineo fortificado com solucao de padrbées na
concentracao final de 100 umol/L. Os eletroferogramas obtidos sao apresentados
na Figura 46 e as variagbes de area em relagdo a ressuspensdao no mMesmo
volume da aliquota de amostra podem ser observadas na Figura 47. O menor
volume de ressuspensao favorece a detectabilidade dos analitos, ja que a etapa
de preparo de amostra envolve também sua pré-concentragdo, porém o0s
interferentes presentes na matriz também s&o concentrados e podem causar
aumento do ruido da linha de base e variagées no perfil dos picos devido a maior
forga ibnica na banda da amostra.
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Figura 46 — Eletroferogramas obtidos para otimizacdo do volume de
ressuspensao a partir da extracdo de 500 pL de matriz de soro sanguineo
fortificada com solucdo de padrées na concentracdo final de 100 pmol/L.
Condicbes: andlogas as da Figura 37, porém com matriz de soro sanguineo
fortificada com solugdo mista de padrdes na concentracao de 100 umol/L, sem T.
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Figura 47 — Aumentos de area obtidos para a ressuspensdo em volumes
variados de agua, a partir da extracdo de 500 pL de amostra, em relacdo a
ressuspensao em 500 pL de agua. Condigcdes: analogas as da Figura 37, porém
com matriz de soro sanguineo fortificada com solugcdo de padrées na

concentracdo de 100 umol/L, sem T.

79



Os maiores aumentos de area para 5mU, G, X e | ocorreram para
ressuspensao em 250 uL. Ja para C, A e U, os maiores aumentos de area foram
para 125 pL, o menor volume testado. A concentracdo excessiva, porém, leva a
distorgdes nos picos e maior dificuldade na integracdo, que pode causar 0 menor
aumento observado para os demais analitos. Em termos de altura, fator mais
importante para a detectabilidade, os maiores aumentos ocorreram para 250 L,
com excecao da C, cujo maior aumento foi em 200 pL. Assim, a ressuspensao em
250 pL de agua, a partir da extracao de 500 pL de amostra, foi escolhida como
condigcao 6tima (concentracédo de 2 vezes).

9. Concentracao da solugcao de acetato de aménio

Ao fim das otimizag¢des descritas, notou-se que os eletroferogramas obtidos
nao apresentavam repetibilidade adequada na matriz de soro sanguineo com
ressuspensao na metade do volume da aliquota de amostra extraida, i.e. o perfil
dos picos apresentava-se distorcido em algumas extracées, com aparéncia similar
a obtida para a extragcdo com solugdo de acetato de aménio 0,25 mol/L (Figura
39). Considerou-se que tal variagdo poderia ser causada por concentracao de
acetato de amonio elevada, que favorece a retencao de interferentes por interacao
1T-11, além de blindar a ligagéo dos analitos devido a ligagdes de hidrogénio entre a
amdnia e os grupos hidroxila da resina. Assim, decidiu-se re-otimizar a
concentracdo da solugcdo de acetato de aménio entre 2 e 20 mmol/L, ja que a
extracdo de amostras reais seria prejudicada pela falta de repetibilidade dos
resultados (Figura 48).
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Figura 48 — Eletroferogramas obtidos para a otimizac&o da concentracao de
acetato de amoénio na solugdo de condicionamento e clean-up. Condicdes:
analogas as da Figura 37, porém com matriz de soro sanguineo fortificada com
solucéao de padrdes na concentracao de 100 umol/L, sem T.

Observa-se claramente que a redugdo na concentracdo de acetato de
amonio resulta em melhor perfil dos picos e é ideal para as concentragdes de 2 e
6 mmol/L. Porém, a reducao na concentracao de acetato de aménio leva a menor
capacidade tamponante da solucdo e, portanto, a perda de recuperagdo dos
analitos. As menores recuperagdes sado aceitaveis, desde que sejam reprodutiveis.
Entre as concentragdes de 2 e 6 mmol/L, as maiores recuperagdes foram obtidas
para 6 mmol/L em todos os analitos (entre 53,0 — | e 155,3% — A), com excecéao de
X (20,7% para 6 mmol/L e 41,1% para 2 mmol/L). Assim, a concentracdo de 6
mmol/L foi escolhida como étima para a metodologia de extracao dos analitos a

partir da matriz de soro sanguineo.

10. Conclusoes

O método otimizado para extragcdo dos nucleosideos a partir da matriz de
soro sanguineo emprega 200 mg de resina de PBA empacotados em coluna de
SPE com 1,3 cm de diametro. A resina € inicialmente lavada com 10 mL de
solugdo de &cido férmico 1,0 em MeOH:agua 50% (v/v), seguida por
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condicionamento com 10 mL de solugcdo tampao de acetato de aménio 6 mmol/L
em pH 8,80. Uma aliquota de 500 yL de amostra &, entdo, adicionada, e os
interferentes sdo eliminado com 4 mL da mesma solugcao tampao. Por fim, os
analitos sédo eluidos com 4 mL de solugcéo de acido formico 1,0% em MeOH:agua
50% (v/v). O eluato é evaporado a secura em fluxo de nitrogénio e ressuspendido
em 250 pyL de agua. A resina, por fim, € lavada com 10 mL de solugéo de &cido
férmico 1,0% em MeOH:4gua 50% (v/v) e armazenada neste meio em
temperatura ambiente até o préximo uso. A Tabela 3 apresenta as recuperagdes
obtidas para matriz de soro sanguineo fortificada com solugdo mista de padrbes
na concentracao de 100 umol/L. As recuperagdes sdo mais altas para analitos de
maior mobilidade eletroforética. Os valores sado reduzidos para X, provavelmente
devido a geometria da molécula, que apresenta possibilidade de ligacdo de
hidrogénio entre as hidroxilas do grupo cis-diol e o nitrogénio sem ligacdes duplas
da base nitrogenada, o que poderia dificultar a formacéao de ligacées com a resina.
As baixas recuperacgdes obtidas para guanosina também sao atribuidas a possivel
formacao de ligacées de hidrogénio, enquanto que, para 8BrG, o impedimento
estérico causado pelo atomo volumoso de bromo pode prejudicar a retengédo. Os
valores obtidos, apesar de reduzidos em alguns casos, sao satisfatérios, desde

que a metodologia seja precisa e exata durante a etapa de validacéao.

Tabela 3 — Recuperacdes obtidas para matriz de soro sanguineo fortificada
com solucao de padrées 100 umol/L extraida com o método otimizado.

Analito Recuperacao (%)
C 141.18
A 155.27
u 80.08
5muU 79.57
G 54.46
X 20.68
I 77.59
8BrG 53.01
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Capitulo 5

Estudo de estrategias de
pré-concentracao
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1. Materiais e equipamentos

Foram empregados capilares de silica fundida modelo bubble cell ou
extended light path (cela de deteccao estendida), com 50 um de diametro interno,
56 cm de comprimento total e 64,5 cm de comprimento efetivo, provenientes da
Agilent Technologies (Waldbroon, Alemanha). Os demais materiais e reagentes
empregados foram descritos nos capitulos 3 e 4.

2. Modos de injecao

A injecdo de um plug de amostra discreto no capilar em CE pode ser feita
de duas maneiras: através da aplicacdo de tensdo no vial da amostra
(eletrocinética), viavel somente para analitos iGnicos; e através da aplicagdo de
pressao (hidrodinamica), viavel tanto para compostos neutros quanto para iénicos.
Os analitos estudados apresentam carater predominantemente neutro quando
dissolvidos em agua, porém devem estar complexados com borato se dissolvidos
no BGE ou em tampéao acido bérico, formando espécies anibnicas, portanto, em
teoria, podem ser injetados tanto pelo modo hidrodindmico quanto pelo
eletrocinético, desde que o meio da amostra seja otimizado. Ainda assim, é
esperado que a injecao eletrocinética apresente um maior nivel de dificuldade, ja
que a complexagdo com borato ocorre em equilibrio dindmico e depende da
concentracgao total de boro e do pH do meio.

Na injecéo eletrocinética, o vial de eletrolito na posigéo de inlet € substituido
momentaneamente pelo vial da amostra e a tensédo é aplicada. Compostos com
cargas na solugdo da amostra sdo impulsionados seletivamente para dentro do
capilar. A quantidade de analito injetada depende da sua carga, da sua mobilidade
eletroforética, do tempo de injecdo, da tensdo aplicada e da razdo das
condutividades do BGE e do meio da amostra. A injecao hidrodinamica, por outro
lado, requer a aplicagéo de pressao sobre o vial da amostra na posigao de inlet ou
vacuo sobre o vial na posicao de outlet. Ainda, uma diferenca de pressao pode ser
obtida a partir da elevacado do vial de amostra, induzindo fluxo de solucdo para
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dentro do capilar através da acdo da gravidade. Tal tipo de inje¢do insere no
capilar um volume de solucdo da amostra tipicamente na faixa de nL, contendo
todos os seus componentes, incluindo solventes. ' O volume injetado depende
da diferenga de pressao entre os vials de inlet e outlet, das dimensbées do capilar,
do tempo de injecdo e da viscosidade da solugdo da amostra. %17

A detectabilidade de analitos em CE-UV é reduzida devido ao caminho
Optico, correspondente ao diametro interno do capilar, € ao pequeno volume de
amostra injetado, tanto pelo modo eletrocinético quanto pelo hidrodinamico. Os
capilares com didmetro reduzido auxiliam a minimizar o efeito Joule, permitindo a
aplicacao de tensdes mais elevadas e eletrélitos com maior condutividade, porém
a detectabilidade é diminuida. Para elevar a sensibilidade do método, capilares
com cela de deteccao estendida podem ser empregados. Tal modelo apresenta
cela de deteccdo em formato de bolha com didmetro maior do que o do corpo do
capilar, o que possibilita um aumento no caminho O6ptico e, consequentemente,
resulta em limites de quantificacdo menores (Figura 49). O didametro interno na

cela de deteccéo pode ser até cinco vezes maior do que no restante do capilar.

] 50 uym j estendido \/O

Figura 49 — llustracao do capilar com cela de detecgéo estendida.

Além disso, estratégias de pré-concentracdo online podem ser empregadas,
com injecao de grandes plugs de amostra seguida por contracdo da banda dos
analitos dentro do capilar. O modo mais simples de pré-concentracao é conhecido
como sample stacking, no qual a amostra é preparada em BGE diluido ou solucéo
eletrolitica de baixa condutividade, enquanto que o BGE deve ser uma solucao de
condutividade maior. A injecdo hidrodindmica insere um plug de amostra no
capilar, que deve estar preenchido com BGE. Ao aplicar tens&o sobre o capilar, os
ions do analito migram rapidamente na banda da amostra em diregdo ao eletrodo
de carga oposta, porém suas velocidades sdo reduzidas ao se aproximarem da
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banda do BGE devido a diferenca de condutividade. Assim, os ions de interesse
sao “empilhados” na fronteira entre a banda de amostra e o BGE. A dissolugao da
amostra em 4gua, neste caso, pode levar a uma resisténcia muito elevada na
banda de amostra em relagdo ao BGE, que causa mistura por convecgao (efeito
Joule) e, consequentemente, gera perda de eficiéncia dos picos. A condicdo
considerada ideal para stacking geralmente envolve o meio da amostra composto
por solucdo dez vezes mais diluida do que o BGE. %1

A teoria basica de stacking possibilitou o desenvolvimento de novas
estratégias de pré-concentracdo online em CE. As préximas secdes descrevem
diversas estratégias avaliadas para os nucleosideos, tanto no modo de injecéao
hidrodindmico quanto no eletrocinético. O aumento de altura em termos de
porcentagem foi considerado como fator primordial na escolha da melhor
condicdo, porém a resolugdo minima de 1,5 foi um parametro eliminatério. Todos

0s ensaios foram realizados em triplicata.

3. Injecao eletrocinética

Em busca de detectabilidades adequadas a analise de nucleosideos em
soro sanguineo, avaliou-se a possibilidade de aplicagdo de injecoes
eletrocinéticas. Foi empregada solugcdo de padrdes 100 umol/L em todas as
condicoes testadas, em &agua ou solucdo tampao com pHs variados, e o0s
resultados foram comparados com a condicdo 1, composta pela injecédo
previamente utilizada (injecado hidrodinamica de padrées em agua a 50 mbar por
30 s). A Tabela 4 apresenta um resumo das condi¢des avaliadas. As Figuras 50 e
51 mostram as variacbes de altura dos picos em relagdo a condicdo 1 e as
resolucdes obtidas para as condicdes de 2 a 30, porém as condi¢cées nas quais 0s
picos ndo puderam ser integrados ndo sdo mostradas.. Os eletroferogramas
podem ser observados na Figura 52.
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Tabela 4 — Condigbes avaliadas na otimizagdo da injegdo eletrocinética

(continua na péagina seguinte).

Condigéao Descrigao
1 Amostra em agua; injegcdo a 50 mbar por 30 s (normal)
2 Amostra em agua; -10 kV por 30 s
3 Amostra em agua; 10 kV por 30 s
4 Amostra em tampao acido bérico 3 mmol/L pH 9,90; injecao a 50 mbar por 30 s
(hidrodinamica)
5 Amostra em tampao acido bérico 3 mmol/L pH 9,90; -10 kV por 30 s
6 Amostra em tampao acido bérico 3 mmol/L pH 9,90; 10 kV por 30 s
7 Amostra em agua com pH ajustado para 1 com HCI 1,0 mol/L; 10kV por 30 s
8 Amostra em agua com pH ajustado para 13 com NaOH 1,0 mol/L; -10 kV por 30
s
9 Amostra em solugao de acido bérico 3 mmol/L pH 11,0; -10 kV por 30 s
10 Analoga a 9, porém com pH 12,0
11 Analoga a 9, porém com pH 13,0
12 Amostra em agua; injecdo a -10 kV por 30 s seguida po1rOL\laOH 1,0 mol/L a-10
kV por 5 s (pH mediated stacking)
13 Analoga a 12, porém com NaOH por 10 s
14 Analoga a 12, porém com NaOH por 2 s
15 Amostra em tampao acido bérico 3 mmol/L pH 9,90; injegao a -10 kV po1ro§0$
seguida por NaOH 1,0 mol/L a -10 kV por 5 s (pH mediated stacking)
16 Analoga a 15, porém com NaOH por 10 s
17 Analoga a 15, porém com NaOH por 20 s
18 Analoga a 15, porém com NaOH por 2 s
Amostra em agua; injecdo de NaOH 1,0 mol/L a -10 kV por 5 s seguida por
19
amostraa -10 kV por 30 s
20 Analoga a 19, porém com NaOH por 10 s
21 Analoga a 20, porém com NaOH por 20 s
50 Amostra em tampao &cido bérico 3 mmol/L pH 9,90; injecao de NaOH 1,0 mol/L
a-10 kV por 5 s seguida por amostra a -10 kV por 30 s
23 Analoga a 22, porém com NaOH por 10 s
24 Analoga a 22, porém com NaOH por 20 s
Amostra em tampéo acido bérico 3 mmol/L pH 8,20; injecao a -10 kV por 30 s
25 . . . 105
(dynamic pH junction)
26 Andloga a 25, porém com pH 9,20
27 Analoga a 25, porém com pH 10,20
28 Analoga a 25, porém com tampéo acido bérico 30 mmol/L
29 Analoga a 26, porém com tampéao acido bérico 30 mmol/L
30 Analoga a 27, porém com tampéo acido bérico 30 mmol/L
Amostra em tampéo fosfato monossédico 3 mmol/L pH 6,20; inje¢céo a -10 kV por
31 30 s (dynamic pH junction) '®
32 Analoga a 31, porém com pH 7,20
33 Analoga a 31, porém com tampéo fosfato 30 mmol/L
34 Andloga a 31, porém com tampéo fosfato 30 mmol/L e pH 7,20
35 Analoga a 25, porém com pH 8,00
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Condicéao Descrigao
36 Analoga a 25, porém com pH 7,50
37 Andloga a 31, porém com tampao fosfato 5 mmol/L em pH 7,20
38 Analoga a 31, porém com tampao fosfato 10 mmol/L em pH 7,20
39 Analoga a 31, porém com tampéo fosfato 20 mmol/L em pH 7,20
Amostra em tampao acido bérico 3 mmol/L pH 8,00; injecdo a -10 kV por 30 s
40 seguida por NaOH 0,1 mol/L a -10 kV por 5 s (dynamic pH junction e pH
mediated stacking) '
41 Andloga a 40, porém com NaOH 0,1 mol/La-10 kV por2 s
42 Analoga a 40, porém com agua a -10 kV por 5 s
43 Analoga a 40, porém com agua a -10 kV por 2 s
2
250 T
] . °
200 /110
] I 11
114
< 150 I 25
< ] I 26
g 100 B 27
= ; I 28
© 50 I 29
° | I 30
<
§ I '
-50 - ]
-100 .
C A T U 5mU G X | 8BrG

Figura 50 — VariacOes de altura obtidas para a avaliacao das condicoes de
injecdo no modo eletrocinético (de 2 a 30) em relagdo a condicao 1. Condicdes de
analise: analogas as da Figura 37, porém com solugcdo da amostra e estratégias
de injecao variaveis (Tabela 4).
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Figura 51 — Resolugdes obtidas para a avaliacdo das condi¢des de injecao
no modo eletrocinético (de 1 a 30). Condi¢cdes de analise: anélogas as da Figura

37, porém com solugéo da amostra e estratégias de injecao variaveis (Tabela 4).

Figura 52 — Legenda na pagina seguinte
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Figura 52 — Eletroferogramas obtidos para a avaliacdo das condi¢des de
injecdo no modo eletrocinético (de 1 a 30). Condicbes de andlise: analogas as da
Figura 37, porém com solugdo da amostra e estratégias de injecdo variaveis
(Tabela 4).
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As Figuras 53 e 54 mostram as variagc6es de altura dos picos em relagéo a
condicdo 1 e as resolucdes obtidas para as condicoes de 31 a 43, porém as
condi¢cdes nas quais 0s picos nao puderam ser integrados ndo sao mostradas. Os

eletroferogramas podem ser observados na Figura 55.
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Figura 53 — VariacOes de altura obtidas para a avaliacao das condicoes de
injecdo no modo eletrocinético (de 31 a 43) em relacdo a condigdo 1. Condi¢des
de andlise: analogas as da Figura 37, porém com solugdo de amostra e

estratégias de injecao variaveis (Tabela 4).
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Figura 54 — Resolucdes obtidas para a avaliacdo das condigdes de injecao
no modo eletrocinético (de 31 a 43). Condi¢cdes de andlise: analogas as da Figura

37, porém com solucdo de amostra e estratégias de injecao variaveis (Tabela 4).

93



31 8BrG

Absorbancia (mAU)
5
Py U
Absorbancia (mAU)

AT R S
c U‘OSG I 8B usc
G Cc %5
1 (NORMAL) 1 (NORMAL) [ X 8BrG
T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min) Tempo (min)
cA TuR
USG 1
|4 X
=) =)
B t CA N
= - U
o © 56 !
S [&]
s & |42 X
5 5
9] S
2 2 AT
8BrG
1 (NORMAL)
T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 55 — Eletroferogramas obtidos para a avaliacdo das condi¢cdes de
injecdo no modo eletrocinético (de 31 a 43). Condigbes de analise: analogas as da
Figura 37, porem com solucdo de amostra e estratégias de injecdo variaveis
(Tabela 4).

Houve perda de altura em todas as condi¢bes, com destaque para os
analitos de menor mobilidade. Ocorreu reducédo de area proporcional a altura, o
que implica em menor quantidade de analitos injetada no capilar. Para que a
ionizagdo dos nucleosideos seja atingida, sdo necessarios pHs extremos, que
alteram o perfil de separacdo e impossibilitam a andlise, ou complexacdo com
borato, altamente dependente do pH e da concentracao total de boro. A melhor
condicdo encontrada dentre as testadas foi a 35, i.e. injecdo de solugdo de
padroes em tampao borato 3 mmol/L pH 8,00 a -10 kV por 30 s. Tal condicado
apresenta 0 uso da estratégia de juncdo dindmica de pH, que consiste na
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dissolugdo da amostra em tampao com pH diferente do BGE. Assim, quando o
analito passa da banda de amostra para a banda de BGE, pode ser ionizado ou
complexado, o que altera sua mobilidade eletroforética. O objetivo final € um
empilhamento dos analitos na fronteira entre as zonas de diferentes pHs para
maximizar a detectabilidade dos analitos. 1% O pH de tal condigdo néo é suficiente
para que todos analitos estejam na forma anibnica, porem favorece a
complexacdo com borato, presente no tampéao. Ocorreu, porém, perda de altura
de 88% para a 8BrG. O pico observado para o padrao interno apresentou altura
muito reduzida, o que dificulta a integracéo e pode levar a maiores desvios nas
analises. Decidiu-se, portanto, otimizar a condicao 35 (tempo de injecao e tensao)
em busca de maior detectabilidade para este analito. Foram testados: -10 kV a 30,
40, 50 e 60 s; -20 kV a 30, 40, 50 ¢ 60 s; e -30 kV a 10, 20 e 30 s (Figuras 56, 57 e
58).

B -10kV 30 s
[ -10kV40s
300 I -10kV 50s
[CJ-10kv60s
B -20kV 30 s
[ 1-20kV40s
N -20 kV 50 s
I -20 kV 60 s
I -30kV 10 s
Il -30kV 20s
100 B -30kV 30s

N

o

o
1

Ganho de altura (%)

o

-100 4

C A T Uu 5mUu G X I 8BrG

Figura 56 — Variacdes de altura obtidas para a otimizagdo da tensao e do
tempo de injecao eletrocinética para a condigéo 35 (injecao de solucao de padrbes
em tampao borato 3 mmol/L pH 8,00 a -10 kV por 30 s). Condigdes de andlise:
analogas as da Figura 37, porém com solucdo amostra e estratégias de injecao
variaveis.
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Figura 57 — Resolugdes obtidas para a otimizagao da tensédo e do tempo de
injecdo eletrocinética para a condicdo 35 (injecao de solucdo de padrbes em
tampao borato 3 mmol/L pH 8,00 a -10 kV por 30 s). Condicbes de analise:
analogas as da Figura 37, porém com solugdo amostra e estratégias de injecéao
variaveis.
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Figura 58 — Eletroferogramas obtidos para a otimizacdo da tensdo e do
tempo de injecao eletrocinética para a condigéo 35 (injecao de solucao de padrbes
em tampao borato 3 mmol/L pH 8,00 a -10 kV por 30 s). Condigdes de analise:
analogas as da Figura 37, porém com solucdo amostra e estratégias de injecao

variaveis.

Para as condigbes de -10 kV a 40 s e -30 kV a 20 s, o pico da 8BrG n&o foi
observado. Estas foram, portanto, desconsideradas. Para -10 kV a 50 e 60 s; -20
kV em todos os tempos; e -30 kV a 30 s ocorreram resolucbes menores que 1,5,
principalmente para o par de picos I-X. Para -30 kV a 10 s, houve perda de altura
entre 7 (C) e 95% (8BrG) para todos os analitos. Assim, a condi¢cdo prévia de -10
kV a 30 s foi escolhida como étima, com ganho de altura entre 1 (X) e 54% (C)
para todos os analitos, com excecdo de 8BrG, que apresentou perda de 96%. A
altura observada para o padrao interno dificulta a integracéo do pico, por ser muito
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reduzida, como visto nos eletroferogramas apresentados (Figura 58).
Consequentemente, o0 modo de injecao eletrocinético nado foi adequado para a

separacao em questao.

4. Injecao hidrodinamica

Diversas estratégias de inje¢cdo no modo hidrodinamico foram avaliadas. Foi
empregada solucao de padrdes 100 umol/L em todas as condigbes testadas, em
agua ou solugao tampao, e os resultados foram comparados com a condicdo
“normal”, composta pela inje¢cdo previamente utilizada (inje¢cdo hidrodindmica de
padrées em agua a 50 mbar por 30 s). A Tabela 5 apresenta um resumo das
condi¢cdes avaliadas. As Figuras 59 e 60 mostram as variagdes de altura dos picos
em relagdo a condicdo “normal” e as resolugdes obtidas. Os eletroferogramas

podem ser observados na Figura 61.

Tabela 5 — Condigbes avaliadas para a otimizagdo da injegdo no modo
hidrodinamico (continua na pagina seguinte). Em todos os casos que envolvem a
aplicacdo de tensdo, foram empregados vials de BGE, porém a amostra foi

injetada no modo hidrodinamico.

Condicao Descricao

NORMAL Injecao a 50mbar por 30s

Injecdo a 50 mbar por 60 s; -10 kV por 10 s; -50 mbar por 30 s

Injecdo a 50 mbar por 60 s; -10 kV por 30 s; -50 mbar por 30 s

Injecdo a 50 mbar por 60 s; -10 kV por 120 s; -50 mbar por 30 s

Injecao a 50 mbar por 60 s seguida de BGE por 10 s %

Injegao a 50 mbar por 60 s; 10 kV durante toda a analise

Injegao a 50 mbar por 60 s; 10 kV por 20 s

Injegéo a 50 mbar por 60 s; 10 kV por 60 s

Injecao a 50 mbar por 60 s

Injecao a 50 mbar por 60 s seguida por BGE por 10 s; 10 kV por 20 s

Injecdo a 50 mbar por 90 s seguida por BGE por 10 s

Injegéo a 50 mbar por 90 s; 10 kV por 20 s

Injecao a 50 mbar por 90 s seguida por BGE por 10 s; 10 kV por 20 s

Do oo ©W®O®mNOOAWND =

Injecao a 50 mbar por 90 s seguida por BGE por 20 s
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Condicao

Descricao

14 Injecao a 50 mbar por 60 s pelo outlet; 10 kV por 30 s

15 Injecao a 50 mbar por 60 s pelo outlet; 10 kV por 60 s

16 Injecdo a 50 mbar por 60 s pelo outlet

Injecdo a 50 mbar por 15 s seguida por -10 kV por 60 s; repeticdo por 3X
17 (rLVSI-sweeping MECK - repetitive large volume sample injection and
sweeping) '®
18 Injecdo a 50 mbar por 15 s seguida por -10 kV por 60 s; repeticdo por 4X
(rLVSI-sweeping MECK) '%
19 Injecdo a 50 mbar por 30 s seguida por -10 kV por 60 s; repeticdo por 3X
(rLVSI-sweeping MECK) 1%

20 Injecdo por flush de 120 s (LVSS — large volume sample stacking) '*'"°

1 Injecao por flush de 120 s; injecao de BGE a -50 mbar por 10 s; -10 kV por
600 s (LVSS) 09110

0 Injecdo por flush de 120 s; injecao de BGE a -50 mbar por 10 s; -30 kV por
300 s (LVSS) 09110

23 Injecéo por flush de 120 s; 10 kV por 900 s (LVSS) '

24 Injecao por flush de 120 s; 10 kV por 1200 s (LVSS) "1

25 Injecao por flush de 120 s; 30 kV por 300 s (LVSS) '

26 Injecao por flush de 120 s; 10 kV por 600 s (LVSS) %1

27 Injecdo por flush de 120 s; 10 kV por 300 s (LVSS) '

28 Injecé&o a 50 mbar por 60 s; 30 kV 30 s

29 Injecdo a 50 mbar por 90 s; 30 kV por 30 s

30 Injecdo a 50 mbar por 60 s; 30 kV por 15 s

31 Injecdo a 50 mbar por 90 s; 30 kV por 15 s

32 Injecdo a 50 mbar por 60 s; 30 kV por 7 s

33 Injecao a 50 mbar por 90 s; 30 kV por 7 s

34 Injecao por flush de 120 s de padrées em tampéao acido bérico 3 mmol/L pH
9,90 (LVSS) %110

35 Injecao por flush de 120 s de padrées em tampao acido bérico 3 mmol/L pH

9,90; 10 kV por 900 s (LVSS) 109110

36 Injecéo por flush de 120 s (LVSS) 9110

37 Injecdo por flush de 120 s; 10 kV por 900 s (LVSS) '0%11°

38 Injecdo por flush de 120 s de padrdes em NaOH 0,09 mol/L (LVSS) %110
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Figura 59 — Variagbes de altura dos picos para as condi¢cdes de injecao
hidrodinamica avaliadas em relacdo a injecdo por 30 s a 50 mbar de padrdes
dissolvidos em agua (“normal”). Condicdes de andlise: analogas as da Figura 37,

porém com solugdo amostra e estratégias de injecao variaveis (Tabela 5).
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Figura 60 — Resolucbes dos picos obtidas para as condi¢cbes de injecao
hidrodinamica avaliadas. Condi¢des de analise: analogas as da Figura 37, porém

com solugdo amostra e estratégias de injecao variaveis (Tabela 5).
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Figura 61 — Eletroferogramas obtidos para as condicbes de injegcao
hidrodinamica avaliadas. Condi¢des de analise: analogas as da Figura 37, porém

com solugdo amostra e estratégias de injecao variaveis (Tabela 5).

Primeiramente, tentou-se realizar stacking da amostra injetada através da
aplicacao de tensao negativa por um curto tempo apds a injecao hidrodinamica,
seguida de aplicacao de pressao para eliminar o excesso de solvente da banda da
amostra na direcao da posicao de inlet. O stacking deve ocorrer mais proximo a
posicdo de outlet para analitos com carater aniénico, como 0s nucleosideos
estudados. Nesta etapa, a amostra foi injetada a 50 mbar por 60 s, seguida da
aplicacdo de -10 kV por 10, 30 e 120 s (condicbes 1, 2 e 3, respectivamente).
Finalizou-se com aplicagdo de -50 mbar por 30 s. Para tensdo aplicada por 10 e
30 s, houve aumento de altura entre 8% (U) e 119% (X), porém ocorreu perda de
resolucdo. Para tensao aplicada por 120 s, 0s picos nao se separaram. A perda de
resolucdo pode ser atribuida ao fato de que a maior parte dos analitos injetados
nNao possui carga em meio neutro e sem borato. Assim, o stacking nao ocorre
corretamente e 0 aumento do tempo de injegao leva a picos mal resolvidos devido
a maior area e menor eficiéncia. As resolugdes para as condigées 1 e 2, porém,
nao ficaram abaixo do limite de 1,5.

Avaliou-se entdo a inje¢ao hidrodinamica por 60 s (50 mbar) seguida por
introducdo de BGE por 10 s (condicao 4), conforme descrito por Breadmore et al.
197 Observou-se aumento significativo de altura dos picos, entre 37% (A) e 128%
(X), porém também houve perda de resolugdes. Estas, entretanto, ndo ficaram
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abaixo de 1,5. A injecao do plug de BGE ap6s a banda de amostra deve auxiliar
na sua compactacao devido a diferenca de forga idnica, favorecendo o stacking.

A injecao por 60 s a 50 mbar seguida por separacao com tensao positiva de
10 kV também foi realizada (condigdo 5), porém os picos ndo foram detectados, ja
gue os analitos com carater aniénico (devido ao pH e a complexagao com borato)
devem migrar na direcdo do vial de inlet. Assim, tal condicdo foi eliminada da
otimizag&o.

Tentou-se, em seguida, realizar stacking da amostra através da aplicacao
de tensao positiva por um curto tempo entre vials de BGE apds injecao
hidrodinamica a 50 mbar por 60 s. A tensao de 10 kV foi aplicada por 20 e 60 s
(condicbes 6 e 7). Para o primeiro caso, houve aumento de altura para todos os
picos, porém menos significativo do que para a condig¢éo 4, ficando entre 7% (C) e
105% (8BrG). As resolugdes e eficiéncias foram maximizadas, com excec¢ao do
par C-A, sendo que os pares de picos A-U, 5mU-G e G-X atingiram as maiores
resolucdes dentre todas as condicdes testadas. No segundo caso, os analitos nao
foram detectados, pois podem ter migrado para o vial de inlet devido a aplicacao
de tens&o por um tempo demasiadamente longo no momento da introducéo da
amostra.

A injecao hidrodinamica a 50 mbar por 60 s, sem estratégias adicionais de
pré-concentracdo, também foi testada (condi¢éo 8). Neste caso, houve ganho de
altura entre 14% (5mU) e 86% (X). Por outro lado, ocorreu perda de resolugéo e
eficiéncia, ja que uma banda eletroforética maior leva ao alargamento dos picos.
As resolugdes, entretanto, nao ficaram abaixo de 1,5, diferentemente do
observado durante a otimizacdo do tempo de injecao realizada anteriormente.

As condigcdes 4 e 6 apresentaram as melhores alturas e resolugdes,
respectivamente, até esta etapa. Decidiu-se, entao, conciliar ambas na condicao
9. Assim, realizou-se injecao hidrodindmica a 50 mbar por 60 s seguida de injecao
de BGE por 10 s e aplicagdo de 10 kV por 20 s. Ocorreu perda de altura para os
picos de C, A, U e 5mU entre 4% (A) e 24% (5mU). Em adendo, todos os analitos
apresentaram perda de resolugéo e eficiéncia em relacéo a condicao 6.
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O aumento do tempo de injecdo para 90 s foi testado em injegdo seguida
por: 10 s de BGE (condicao 10); 10 kV por 20 s (condicao 11); BGE por 10 s e 10
kV por 20s (condicdo 12); e BGE por 20 s (condi¢do 13). Em todos os casos, 0s
picos ficaram mal resolvidos, dificultando a integracdo. Houve perda de altura para
5mU em todos os casos (entre 13 e 25%) e ocorreu perda de resolugdo, com
valores menores que o limite de 1,5. O aumento do tempo de injecao leva a
alargamento dos picos, que se sobrepdem, apesar das estratégias de stacking.

Nas condicbes 14, 15 e 16, a injecdo através da posicao de outlet foi
testada a 50 mbar por 60 s. O stacking foi realizado pela aplicagdo de 10 kV por
30 e 60 s entre vials de BGE (condicdes 14 e 15), buscando o empilhamento dos
analitos na interface mais proxima ao inlet, porém os picos ndo foram detectados.
A injecao sem aplicacdo de tensao (condicdo 16) apresentou o mesmo resultado.
Concluiu-se que os analitos estudados devem estar neutros no pH da agua pura,
portanto migram apenas devido ao EOF. Acredita-se que a injecao por 60 s tenha
levado a excesso de solvente dentro do capilar devido a larga banda de amostra
injetada, o que impediu a inversdo do EOF durante a aplicacdo da tenséo de
separagao. Neste caso, o EOF teria ocorrido na direcao do inlet, fazendo com que
0s picos nao fossem observados.

Em seguida, a estratégia de rLVSI-sweeping (repetitive large volume
sample injection and sweeping), conforme proposto por Wang et al., foi analisada.
1% Em tal técnica, a amostra é injetada por um tempo curto, seguida da aplicagao
de tenséao igual a de separacao por cerca de 1 min. O procedimento é repetido por
até cinco vezes. Espera-se que os analitos sejam injetados e empilhados
continuamente, resultando em aumento de altura e eficiéncia dos picos. Testou-se
a injecao a 50 mbar por 15 s seguida por -10 kV por 60 s entre vials contendo
BGE em 3 repeticdes (condicdo 17); em 4 repeticoes (condicdo 18); e injecao a 50
mbar por 30 s seguida por -10 kV por 60 s em 3 repeticbes (condigdo 19). Em
todos os casos, foram observados diversos picos em tempos de migragcéao
diferentes para cada analito. Tal estratégia foi considerada inadequada para a
separacdo em questdo. O empilhamento que deve ocorrer entre as injecdes
sucessivas durante a aplicacdo de tensdo necessita que os analitos apresentem
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carga, 0 que n&o ocorre no meio aquoso utilizado para as amostras em questéo.
Os nucleosideos estudados apresentam carga apenas em pHs altos, sendo que
um meio tamponado em pH 13 seria necessario para que todos estivessem com
carga negativa. Tal condigdo é dificil de ser atingida, portanto a estratégia foi
eliminada da otimizagao.

Por fim, a técnica de LVSS (large volume sample stacking), descrita no
trabalho de Chien et al., foi testada com adaptac¢des para o sistema em questéo,
consistindo em preenchimento total do capilar com a solugdo de amostra (através
de flush por 120 s), seguida da aplicacdo de tensdo para empilhamento dos
analitos e eliminacdo do excesso de solvente pelo lado oposto do capilar. ' O
uso de modificador de EOF faz com que o tensoativo aja como um propulsor para
a eliminacdo do solvente. '® O capilar é preenchido completamente com a
amostra em agua e, em seguida, a tensédo de separagado negativa é aplicada entre
vials contendo BGE com modificador de fluxo. Deve ocorrer stacking dos analitos
anidénicos préximo ao outlet, porém o EOF, que corre do outlet para o inlet na
auséncia do tensoativo catidnico dentro do capilar, empurra o solvente para fora
pelo inlet. O solvente é gradualmente substituido pelo BGE contido no vial do
outlet e, quando sua eliminagdo é quase total, o tensoativo faz com que o EOF
seja naturalmente revertido, voltando a condicdo normal de separagcdo. Um salto
no valor da corrente deve ser observado devido a presenca do BGE. A técnica
permite a injecao de grandes volumes de amostra com compactacao da banda
injetada, o que leva a alta detectabilidade dos analitos aliada a resolug¢des 6timas.
Foram testadas: injecao por flush de 120 s (condic&o 20); injecao por flush de 120
s seguida por BGE a -50 mbar por 10 s e -10 kV por 10 min (21); e injecao por
flush de 120 s seguida por BGE a -50 mbar por 10 s e -30 kV por 5 min (22). Os
picos, porém, nao foram detectados, apesar do salto no valor da corrente ter sido
notado. Os nucleosideos, em sua maioria, apresentam carater neutro em pH
fisiolégico. A estratégia de stacking de analitos anidnicos so6 funcionaria, portanto,
se a amostra estivesse dissolvida em meio basico, com pH acima do pKa dos
nucleosideos, ou complexada. O ajuste de pH ou a adicdo de borato, porém,
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prejudicam a estratégia, j& que aumentam a forga ibnica da banda de amostra.
Assim, o stacking dos analitos néao é efetivo, portanto tal efeito ndo foi avaliado.

A estratégia de LVSS foi, ainda, testada com o uso de inversdo de tensao.
O capilar foi preenchido com amostra por flush de 120 s, seguido por aplicacédo de
tenséo positiva por tempos variaveis nas condi¢des de 23 a 27 (10 kV por 15 min,
10 kV por 20 min, 30 kV por 5 min, 10 kV por 10 min e 10 kV por 5 min,
respectivamente). Por fim, a separacao foi realizada sob tensao negativa de -10
kV. A tensdao positiva leva ao stacking de analitos com carga positiva mais
préximos do outlet e de analitos com carga negativa mais proximos ao inlet.
Nestas condi¢cdes, foram observados picos mal resolvidos nos eletroferogramas.
Os analitos permaneceram no capilar apds a estratégia de stacking, porém nao
puderam ser separados. Concluiu-se que a banda de amostra foi excessivamente
larga, o que impediu a separagédo. A excecao foi a condicao 24, na qual 10kV
foram aplicados por 20 min e ndo foram observados picos dos analitos, o que
implica na eliminagdo dos nucleosideos juntamente com o solvente durante a
estratégia de injecao.

A observacao de picos nas condigdes 23, 25, 26 e 27 indicou que a
otimizagdo da injegdo poderia ser realizada para melhorar a separagdo dos
analitos. Assim, tempos reduzidos de aplicacdo de tensdo foram testadas. As
condic¢des foram: injegdo a 50 mbar por 60 s seguido por 30 kV por 30 s; 50 mbar
por 90 s seguido por 30 kV por 30 s; 50 mbar por 60 s seguido por 30 kV por 15 s;
50 mbar por 90 s seguido por 30 kV por 15 s; 50 mbar por 60 s seguido por 30 kV
por 7 s; e 50 mbar por 90 s seguido por 30 kV por 7 s (condicbes de 28 a 33,
respectivamente). Para as condi¢des 28 e 29, ndo foram observados picos nos
eletroferogramas. A condicdo 30 resultou em perda dos dois primeiros picos (A e
C), porém observou-se aumento crescente de altura para os demais, atingindo
531% para o ultimo pico (8BrG). As resolucdes atingidas neste caso foram as
maiores dentre todas as condi¢oes testadas para os pares de picos U-5mU, X-1 e
I-8BrG. As condi¢des 31, 32 e 33 apresentaram aumento de altura para todos os
picos, acompanhado por resolu¢gées acima de 1,5. As alturas atingidas foram
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maximas dentre todas as condi¢des testadas (entre 88% - C e 776% - 8BrG,
ambos na condig¢ao 31).

Por fim, a estratégia de LVSS foi testada em meio tamponado, ja que a
baixa condutividade da solugdo em agua pode causar Efeito Joule na banda de
amostra, levando a perda de eficiéncia dos picos. As condigdes foram: padrbes
extraidos e ressuspendidos em tampao borato 3 mmol/L pH 9,90 injetados por
flush de 120 s; padrées extraidos e ressuspendidos em tampéao borato 3 mmol/L
pH 9,90 injetados por flush de 120 s seguido por 10 kV por 15 min; e padrdes
extraidos e ressuspendidos em NaOH 0,09 mol/L (pH entre 12,5 e 13,0) injetados
por flush de 120 s (condicbes 34, 35 e 36, respectivamente). Os picos
caracteristicos dos analitos de interesse nao foram observados em nenhuma das
condic¢des testadas. Concluiu-se que o meio com pH ajustado ndo contribuiu para
a aplicacao da estratégia de LVSS, principalmente devido a maior forga iénica na
banda de amostra, que impede que a diferenca de condutividade entre 0 BGE e a
solucao da amostra favoreca o empilhamento dos analitos com eficiéncia.

Desta forma, as melhores condigdes encontradas para injecéao
hidrodindmica foram 31, 32 e 33, compostas por injecdo de amostra em agua a 50
mbar por 60 ou 90 s, seguida por aplicacdo de 30 kV por 7 ou 15 s entre vials de
BGE. Tal estratégia é baseada em LVSS, porém utiliza tensdo contraria a aplicada
durante a separacgao para realizar o stacking e eliminar o excesso de solvente. Na
auséncia de CTAB, o EOF deve migrar em direcao ao catodo, localizado no outlet
durante a aplicacédo de tensao positiva, portanto o excesso de agua é empurrado
para a saida do capilar e é gradualmente substituido pelo BGE, contido no vial na
entrada do capilar. Os analitos com carater anidénico (basicos ou complexados
com borato) sdo empilhados préximo ao inlet (anodo). A corrente observada é
reduzida durante o inicio da analise devido a menor forca ibnica do meio da
amostra e estabiliza-se préximo ao tempo de migracdo do EOF em cerca de 7 pA,
apdés a eliminacdo do solvente e o preenchimento do capilar com o BGE.
Obtiveram-se alturas de picos elevadas aliadas a resolu¢gées maiores que o valor
limite de 1,5.
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Tais parametros foram re-otimizados para obtencdo da condicao 6tima de
injecdo. O tempo de injecdo, a tensdo e seu tempo de aplicagdo foram variados
em busca das melhores alturas através de abordagem multivariada envolvendo
trés tempos de aplicagcao de pressdo a 50 mbar (60, 90 e 120 s), trés valores de
tensdo (20, 25 e 30 kV) e trés tempos de aplicacdo de tensao (10, 15 e 20 s). A
Tabela 6 apresenta as condi¢gbes testadas. De modo geral, 0 aumento do tempo
de injecao eleva as alturas dos picos e causa perda de resolucédo, porém o
aumento do tempo de aplicacao da tenséo leva a ganho de resolucao e perda de
altura nos picos relativos a C e A, analitos de maior mobilidade eletroforética, ja
que tém parte de suas moléculas direcionadas ao vial de inlet durante a aplicacao
de tensao positiva (Figuras 62, 63 e 64).
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Tabela 6 — Condi¢bes avaliadas na otimizagao da injecao hidrodinamica (50

mbar) seguida por aplicagdo de tensao entre vials de BGE.

Condicao Tempo de injecao (s) Tensao (kV) Tempo de tensao (s)
Normal 30 - -
1 60 20 10
2 60 20 15
3 60 20 20
4 90 20 10
5 90 20 15
6 90 20 20
7 120 20 10
8 120 20 15
9 120 20 20
10 60 25 10
11 60 25 15
12 60 25 20
13 90 25 10
14 90 25 15
15 90 25 20
16 120 25 10
17 120 25 15
18 120 25 20
19 60 30 10
20 60 30 15
21 60 30 20
22 90 30 10
23 90 30 15
24 90 30 20
25 120 30 10
26 120 30 15
27 120 30 20
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Figura 62 — Variacbes de altura observadas para a otimizacdo da injecao
hidrodindmica seguida por aplicacado de tensao entre vials de BGE em relacéo a
condigdo “normal” (50 mbar por 30 s). Condicdes de analise: analogas as da
Figura 37, porém com solu¢cdo amostra e estratégias de injecao variaveis (Tabela
6).
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Figura 63 — Resolugbes observadas para a otimizagdo da injecéo
hidrodinamica seguida por aplicacdo de tenséo entre vials de BGE. Condicbes de
analise: analogas as da Figura 37, porém com solucao amostra e estratégias de
injecéo variaveis (Tabela 6).
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Figura 64 — Eletroferogramas obtidos para a otimizacdo da injecao
hidrodinamica seguida por aplicacao de tensao entre vials de BGE. Condicbes de
analise: analogas as da Figura 37, porém com solucdo amostra e estratégias de
injecéo variaveis (Tabela 6).

O melhor compromisso entre ganho de altura e resolu¢gdo minima de 1,5 foi
encontrado na condicdo 17, composta por injecao a 50 mbar por 120 s e tensao
de 25 kV por 15 s. Houve ganho de altura entre 18,9% (T) e 93,1% (8BrG) em
relagdo a injecdo a 50 mbar por 30 s. Os valores sdo menores do que 0S
encontrados previamente e ndo houve repetibilidade dos resultados, fator atribuido
ao uso de outro capilar e a troca do equipamento de eletroforese capilar por um
novo, porém do mesmo fabricante e com as mesmas configuracées, devido a
falhas técnicas. Ainda assim, os resultados obtidos sédo bastante satisfatorios.

O melhor meio de dissolu¢cao da amostra foi, por fim, avaliado. A solugéo de
padrées 1,0 mmol/L foi diluida para 100 umol/L em: agua; tampao borato 3 mmol/L
pH 9,90; e tampéao borato 3 mmol/L pH 8,15. A Figura 65 traz os ganhos de altura
obtidos em relacao a agua. Observa-se que o analito | s6 foi observado com altura
aceitavel nos eletroferogramas para meio de tampéo pH 9,90. Em adendo, todos
os analitos apresentaram alturas maiores em tal condicdo, com excec¢éao de C e A.
Em termos de resolucao, todos os valores foram iguais ou maiores que 1,5 (Figura
66). Os eletroferogramas sao apresentados na Figura 67. O meio escolhido para a
injecdo hidrodinamica otimizada foi, portanto, tampéao borato 3 mmol/L pH 9,90.
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{1 Tampéao borato 3 mmol/L pH 8,15
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Figura 65 — Variagbes de altura obtidas para o otimizacdo do meio de
dissolucdo da amostra em relagdo aos padrdes dissolvidos em agua. Condigdes
de analise: analogas as da Figura 37, porém com solucao de amostra variavel e
injecdo a 50 mbar por 120 s seguida por tenséo de 25 kV por 15 s entre vials de
BGE.

H Agua
1B Tampao borato 3 mmol/L pH 9,90
| Tampao borato 3 mmol/L pH 8,15
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04

Figura 66 — Resolucdes obtidas para a otimizacao do meio de dissolucéo da
amostra. Condi¢cdes de andlise: analogas as da Figura 37, porém com solucao de
amostra variavel e injecao a 50 mbar por 120 s seguida por tensdo de 25 kV por
15 s entre vials de BGE.
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Figura 67 — Eletroferogramas obtidos para a otimizagdo do meio de
dissolucdo da amostra. Condicdes de analise: analogas as da Figura 37, porém
com solucdo de amostra variavel e injecdo a 50 mbar por 120 s seguida por
tensdo de 25 kV por 15 s entre vials de BGE.

A repetibilidade das areas dos picos foi testada através da injecdo em
quintuplicata de trés solucdes de padrbes na mesma concentracao, totalizando 15
injecdes consecutivas. O BGE foi preparado novamente para as 5 ultimas
injecbes. A repetibilidade de &rea apresentou coeficientes de variagcado entre 2,0
(T) e 7,1% (X). Para area do pico corrigida pela area do padrdo interno, a
repetibilidade variou entre 3,7 (I) e 7,9% (C), com valores, em média, maiores do
gue os obtidos sem padronizacédo interna.

5.  Comparacéao entre 0 método otimizado e o empregado

anteriormente

A Figura 68 apresenta uma comparacdo entre o método de injecéo
otimizado e o empregado anteriormente (50 mbar por 30 s). E possivel observar o
aumento expressivo de detectabilidade para todos os analitos. Em adendo, é
possivel observar na Figura 69 que, apesar dos 6timos resultados obtidos nesta
estratégia de pré-concentragdo, a extragdo € a etapa limitante do método
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desenvolvido, ja que recuperagdes reduzidas sdo obtidas para alguns analitos,
com destaque para T, X, G e 8BrG.
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Figura 68 — Comparacao entre eletroferogramas obtidos para: A — modo de
injecdo empregado anteriormente (50 mbar por 30 s para amostra em agua); e B —
modo de inje¢do otimizado (50 mbar por 120 s para amostra em tampéao borato 3
mmol/L pH 9,90, seguida por 25 kV por 15 s entre vials de BGE). Condi¢des de
analise: analogas as da Figura 37, porém com injecdo hidrodindmica em

condicdes variaveis e amostra em meios variaveis.
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Figura 69 — Comparagéo entre eletroferogramas obtidos para: A — injegéao
de solugcédo de padrées 100 pumol/L em tampéo borato 3 mmol/L pH 9,90; e B —
injecdo de matriz de soro sanguineo fortificada com solucao de padrées 100
umol/L, extraida e ressuspendida em tampao borato 3 mmol/L pH 9,90. Condicdes
de analise: analogas as da Figura 37, porém com injecado hidrodindmica a 50 mbar
por 120 s seguida por aplicagao de 25 kV por 15 s entre vials de BGE e amostras

variaveis em tampao borato 3 mmol/L pH 9,90.

A Figura 70 apresenta uma comparacgao de eletroferogramas obtidos para a
andlise do pool de soro sanguineo sem fortificagdo (branco) e fortificado na
concentragdo de 10 umol/L, empregando-se a metodologia otimizada. E possivel
observar a presenca de picos caracteristicos dos analitos estudados na matriz

sem fortificacdo, principalmente U, 5mU e I, bem como de picos ndo identificados.
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Figura 70 — Eletroferogramas obtido para a analise de: A - pool de soro
sanguineo de 60 individuos sadios (branco); e B: pool de soro sanguineo
fortificado com solucao mista de nucleosideos na concentracao de 10 pumol/L.
Condicbes de analise: analogas as da Figura 37, porém com injecao
hidrodindamica a 50 mbar por 120 s seguida por aplicagdo de 25 kV por 15 s entre
vials de BGE e matriz de soro sanguineo pura (em A) ou fortificada com solucao

10 umol/L dos padrées em tampao borato 3 mmol/L pH 9,90 (em B).

6. Conclusoes

O modo de injecdo otimizado é composto por introdugdo da amostra
dissolvida em tampé&o borato 3 mmol/L pH 9,90 no modo hidrodinamico a 50 mbar
por 120 s, seguido da aplicacao de tensao de 25 kV por 15 s entre vials de BGE.
Tal procedimento resultou em um aumento de altura entre 137,7 (C) e 292,3% (l)
(de 1,4 a 2,9 vezes) em relacao ao modo de injecdo utilizado anteriormente (50
mbar por 30 s para amostra em agua). Em adendo, houve aumento de area entre
178,9 (C) e 394,8% (l). A resolucao minima atingida foi de 1,5 (X-I, na matriz de
soro sanguineo fortificada na concentracdo 100 umol/L). Os aumentos de area
aliados a separacao em nivel de linha de base tornam o método mais adequado a
matriz biolégica escolhida devido as maiores detectabilidades atingidas.
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Capitulo 6

Validacao
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1. Metodologia

A validacdo do método otimizado foi baseada nas normas estabelecidas
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para métodos
bioanaliticos, bem como pelo FDA (EUA) e pela European Medicines Agency
(EMA, Unido Européia). '"'""®* Foram avaliados limites de deteccdo (LD) e
quantificacao (LQ), linearidade, faixa linear, exatidao, precisdo e recuperagao em
um pool de soro sanguineo de 60 individuos sadios (sem cancer de préstata)
fortificado com a menor quantidade possivel de solugdo de padrbées (se
necessario). Os materiais e equipamentos empregados ja foram descritos nos
capitulos anteriores.

A ANVISA e o FDA estabelecem que o LQ deve ser a concentracdo na qual
a relacao sinal/ruido é de 5:1. A EMA, por outro lado, normatiza que o LQ é a
menor concentracdo na qual a precisdo e a exatidao sao aceitaveis. Neste
trabalho, as concentra¢cdes nas quais o sinal € 5 vezes maior que o ruido foram
verificadas, porém a precisdo e a exatidao nao foram adequadas. A integracao
dos picos foi prejudicada devido ao ruido da linha de base e a baixa intensidade
dos picos dos analitos de interesse. Assim, os LQs foram considerados como as
concentragdes nas quais a relagéo sinal-ruido é de 10:1 e os LDs, 3:1.

As curvas analiticas, por sua vez, devem ter 6 concentragdes, incluindo o
LQ, sendo que cada concentracdo deve ser avaliada, no minimo, em ftriplicata.
Foram empregados testes de identificagdo de outliers (testes de residuos e de
Jackknife) para a obtencdo de regressodes lineares mais confiaveis. As normas
seguidas nao apresentam valores minimos para o coeficiente de correlagéo.

A precisao é o coeficiente de variacdo de concentracdo entre analises
sucessivas ou em dias diferentes. A exatidao, por outro lado, é calculada como a
porcentagem de correlagdo entre a concentracao determinada pela analise em
relagdo a concentracdo nominal da amostra. Por fim, a recuperacdo é a
porcentagem de concordancia entre a area obtida para a solucao de padrées nao
extraida e para a matriz fortificada na mesma concentracao e extraida. A precisao,

a exatiddo e a recuperacdo devem ser avaliadas em andlises realizadas no
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mesmo dia, pelo mesmo operador e sob as mesmas condigbes (intra-dia) e em
dias diferentes ou por operadores diferentes (inter-dia). Devem ser consideradas 3
concentragdes, com 5 determinagbes para cada uma delas: ponto minimo (LQ),
ponto médio e ponto maximo da faixa linear. Para precisdo e exatiddao, os CVs
devem ser menores que 15%, com exceg¢do da concentragdo minima, para a qual
o valor maximo aceitavel é de 20%. Nao ha requerimentos para a recuperacgao,

desde que o método seja preciso e exato.

2.  Limites de deteccao (LD) e quantificacao (LQ)

O pool de soro sanguineo foi fortificado com a menor quantidade possivel
de solugdo dos padrdes em cada concentracdo, extraido e analisado pela
metodologia otimizada (Figura 71). A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos e
0os compara com valores de LD reportados na literatura para métodos que
empregam CE-UV. Os LDs para C, U, G e X sdo maiores do que os reportados

por Szymanska et al. &

, enquanto que para X e |, os valores sdo maiores do que
os reportados por Jiang et al. ' Em ambos os trabalhos, porém, as determinacdes
de LD foram feitas em solucées aquosas e os efeitos da matriz biolégica foram
totalmente desconsiderados. As solu¢des aquosas resultam em menor ruido na
linha de base, portanto os valores de LD e LQ sado menores, porém tal
procedimento leva a falta de confiabilidade para a quantificacdo de analitos com
concentracdes reduzidas em amostras reais, como é o caso dos nucleosideos. Em
adendo, ambos os trabalhos visam a aplicacdo em amostras de urina, uma matriz
bioldgica que contém mais interferentes do que soro sanguineo, o que pode levar

a ruido ainda mais intenso.
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Figura 71 — Eletroferogramas obtidos para a determinacdo de LQ e LD.
Condicbes de analise: analogas as da Figura 37, porém com injegéao
hidrodinamica a 50 mbar por 120 s seguida por aplicagao de 25 kV por 15 s entre
vials de BGE e pool de soro sanguineo fortificado com solugdo dos padrdes C, A,

U, 5mU, G, X e | em concentracdes variadas.

Tabela 7 — LQs e LDs obtidos para o método desenvolvido e comparacao

com LDs reportados na literatura para trabalhos que empregam CE-UV.

Fonte Método Szymanska | Jiang et al. | Liebich et al. | Zheng et al.
desenvolvido etal % 8 76 69
Matriz | Soro sanguineo Agua Agua espe[\cl:?;?ca ” Agua
LQ LD
(mol/L)  (umol/L) LD (umollL)
C 2 0.6 0.5 1.67 3.1 4
A 2 0.6 0.78 1.09 2 6.4
U 1 0.3 0.17 1.06 3.5 5.0
5muU 2 0.6 0.98 - - 3.5
G 2 0.6 0.55 0.77 2.6 5.6
X 4 1.2 0.41 0.78 9.2 10
[ 2 0.6 0.61 0.56 2.5 3.1
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3. Curvas analiticas

Foram construidas curvas analiticas usando amostras em 6 diferentes
concentragdes dos nucleosideos no pool de soro sanguineo. O menor ponto da
curva foi considerado como a concentracdo do LQ e foram utilizadas
concentragbes equidistantes para os demais pontos (Tabela 8). Cada
concentragao foi avaliada em quintuplicata, resultando em um total de 30 analises.

Tabela 8 — Concentracoes tedricas empregadas para a construcdo das

curvas analiticas.

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5 Ponto 6
(umol/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L)
C 2 10 20 30 40 50
A 2 10 20 30 40 50
U 1 5 10 15 20 25
5muU 2 10 20 30 40 50
G 2 10 20 30 40 50
X 4 20 40 60 80 100
I 2 10 20 30 40 50

O uso de padronizagcdo interna resultou em maior variabilidade e
coeficientes de correlacdo baixos (Tabela 9). A baixa repetibilidade dos resultados
com o uso de padronizagdo interna ja havia sido observada em testes anteriores,
conforme reportado nos capitulos 4 e 5. A extracdo do padrao interno 8BrG é
prejudicada pelo atomo volumoso de bromo, que dificulta a formacao da ligacao
covalente reversivel com o grupo borato da resina, portanto a repetibilidade das
areas obtidas para tal analito € menor do que para os demais nucleosideos.
Assim, as curvas foram construidas por padronizacdo externa. As curvas obtidas
inicialmente e os graficos de residuos para padronizacdo externa sao
apresentados na Figura 72, enquanto que os parametros da regressao linear sdo
mostrados na Tabela 10.
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Tabela 9 - Parametros das curvas analiticas obtidas com padronizagédo

interna.
C A U 5muU G X I
Faixa linear
Minimo (umol L'1) 2,5 2,4 1,2 2,3 2,4 4,8 2,4
Faixalinear 624 | 596 | 310 | 586 | 594 | 1208 | 595
Maximo (umol L)
R 0,9382 | 0,9689 | 0,8991 | 0,9626 | 0,9313 | 0,8082 | 0,9580
Inclinacao
(mAU min umol L) 0,04 0,10 0,05 0,06 0,04 0,01 0,09
Intercepto (umol L) 0,01 -0,30 0,08 -0,44 -0,06 0,05 -0,62

Tabela 10 - Parametros das curvas analiticas obtidas com padronizacao

externa sem eliminacao de outliers.

C A U 5mU G X [
Faixa linear
Minimo (umol/L) 25 2.4 1,2 23 2.4 4.8 2.4
Faixa linear 624 | 596 | 310 | 586 | 594 | 1208 | 595
Maximo (umol/L)
R 0,9890 | 0,9929 | 0,9689 | 0,9797 | 0,9857 | 0,9455 | 0,9816
Inclinagcéo
(umol L mAU min) 525 | 12,28 | 6,27 | 6,39 | 5,03 1,90 | 11,23
Intercepto (umol L) -0,99 | -16,29 | 3,87 |-1545 | -10,22 | 1,02 | -27,88
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Figura 72 — Legenda na pagina seguinte.
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Figura 72 — Curvas analiticas e graficos de residuos obtidos por

padronizacao externa sem eliminacao de outliers.

E possivel notar a presenca de outliers nos graficos de residuos, que foram
confirmados e eliminados com auxilio do teste de Jackknife, um procedimento
analitico para refinar e confirmar os coeficientes de correlagdo (R) de equacées e
modelos de regressdo, como a regressao linear. Em testes de Jackknife, os
outliers sao selecionados de acordo com os residuos obtidos na regresséo e
valores de t de Student, portanto sua eliminagdo € baseada em principios
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estatisticos. '™ A eliminacdo dos outliers foi seguida de nova regressao linear e
verificacdo de residuos para cada analito. No maximo 25% dos pontos analisados
(i.e. 7) foram eliminados, conforme determinado nas normas seguidas (5 pontos
eliminados para A; 5 para C; 4 para U; 1 para 5mU; 6 para G; 7 para X e 7 para ).
As curvas analiticas e os graficos de residuos obtidos apds a eliminagdo de
outliers séo apresentados na Figura 73.
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Figura 73 — Legenda na pagina seguinte
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Figura 73 — Curvas analiticas e graficos de residuos obtidos por

padronizacao externa apds a eliminacao de outliers.
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Apoés a eliminacao de outliers, foi possivel obter coeficientes de correlagdo
acima de 0,9800 para todos os analitos. Os valores de inclinagdo e intercepto,
bem como os coeficientes de correlagéo (R), sdo apresentados na Tabela 11. As
curvas analiticas apresentaram carater homoscedastico para todos os analitos, i.e.
as variancias estavam distribuidas de modo homogéneo e aleatério, um
requerimento formal da regressao linear. A significancia da regressao foi verificada

por teste F e foi comprovada como satisfatéria para todos os analitos.

Tabela 11 — Parametros das curvas analiticas obtidas com padronizacao

externa e eliminacao de outliers.

C A U 5muU G X |
Faixa linear
Minimo (umoliL) 2,5 2,4 1,2 2,3 2,4 4,8 2,4
Faixa linear

Méximo (umol/L) 62,4 59,6 31,0 58,6 59,4 | 120,8 | 59,5

R 0,9968 | 0,9969 | 0,9836 | 0,9801 | 0,9946 | 0,9915 | 0,9872
Inclinacao
(umol L' mAU™ min™)
Intercepto (umol L) | 0,37 | -11,85 | -1,57 | -13,15 | -11,78 | -5.89 | -16.58

500 | 11,77 | 6,32 6,26 5,07 2,00 | 10,48

4.  Precisao, exatidao e recuperacao

A precisédo foi avaliada em dois dias diferentes (intra-corridas ou
repetividade; e inter-corridas ou precisdo intermediaria), em trés niveis de
concentracdo (minimos, médios e maximos das faixas lineares, descritas na
Tabela 11), com cinco réplicas para cada condigdo, assim como a exatidao e a
recuperagdo. A Tabela 12 apresenta os valores obtidos. Todos os pontos
avaliados foram adequados, com excecao da exatidao inter-corridas para G em
concentracdo maxima. As recuperagdes obtidas sdo baixas e altamente
dependentes da concentracéo, porém os valores foram precisos e exatos, portanto
sao aceitaveis. Assim, a quantificacdo dos nucleosideos estudados € satisfatéria e

confiavel.
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Tabela 12 — Valores de precisdo, exatidao e recuperacao obtidos para a

validacdo da metodologia desenvolvida.

Minimo (%) Médio (%) Maximo (%)
Analito
Intra* Inter* Intra* Inter* Intra* Inter*
Precisao (%)
C 2,84 6,52 7,39 6,26 13,40 14,62
A 1,69 5,09 6,48 11,37 3,47 8,47
U 19,76 18,90 8,49 10,48 10,04 11,76
5mU 5,96 5,96 13,03 12,48 11,01 13,36
G 6,03 9,08 8,02 8,63 11,60 10,52
X 7,96 11,70 10,74 8,94 6,86 8,53
I 18,11 17,27 13,30 10,24 10,80 12,35
Exatidao
C 9,25 12,18 10,33 11,44 -0,90 5,18
A 0,92 4,77 -3,64 4,86 9,20 7,59
U 6,57 10,40 -4,82 -8,80 3,42 6,21
5mU -12,37 -14,53 2,57 -0,37 -5,39 1,43
G -16,65 -17,87 -6,29 -9,86 -14,16 -20,34
X -2,05 -10,76 -4,55 -9,00 -9,33 -9,95
I 14,16 13,29 -10,16 -11,23 -7,21 -3,04
Recuperagao
C 109,03 105,61 106,96 105,65 151,11 142,01
A 68,66 64,02 117,41 107,46 134,52 136,93
U 32,25 30,56 49,68 51,60 67,91 65,93
5muU 10,63 11,64 43,08 44,48 61,27 57,16
G 8,51 16,46 27,29 28,28 37,51 39,61
X 10,33 12,51 14,85 15,51 19,89 20,00
I 7,39 7,72 45,79 46,26 50,64 48,62

*Intra = precisdo intra-corridas ou repetitividade; Inter = precisao inter-corridas ou

intermediaria.
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Capitulo 7

Analise de amostras de
SOro sanguineo
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1. Materiais e equipamentos

Amostras de sangue de voluntdrios do sexo masculino, englobando
saudaveis (grupo controle) e portadores de cancer de préstata (grupo doente),
foram obtidas junto ao Hospital de Clinicas da UNICAMP, onde foram previamente
analisadas por imunoensaios especificos para os biomarcadores de cancer mais
comuns, sendo eles: PSA, BHCG, AFP e CEA. As amostras de individuos
saudaveis foram coletadas no Hemocentro — UNICAMP e o soro sanguineo foi
separado por centrifugacdo apdés a coagulacdo. As amostras provenientes de
portadores de cancer foram fornecidas pela Divisdo de Patologia Clinica (secéo de
Fisiologia Clinica) ja na forma de soro. Todas as amostras bioldgicas foram
identificadas através de numeros (de 1 a 70 para sadios e de 1 a 77 para doentes)
e foram armazenadas individualmente a -80°C até o momento da analise. Os
demais materiais e equipamentos empregados foram descritos nos capitulos

anteriores.

2. Analise de amostras de voluntarios sadios e doentes

A metodologia validada foi aplicada a amostras de soro sanguineo de 60
individuos sadios e 66 portadores de céncer de préstata (Figuras 74 e 75). As
amostras 1, 2, 17, 28, 53, 55, 56, 57, 67 e 70 dos doadores sadios e 1, 2, 4, 8, 11,
13, 14, 18, 20, 21 e 62 dos doentes nao foram analisadas porque os voluntarios
nao completaram o processo de doacdo. A Figura 76 apresenta uma comparacao
entre eletroferogramas representativos obtidos para um individuo saudavel e um

doente.
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Figura 74 — Exemplos de eletroferogramas obtidos para as andlises de
amostras de soro sanguineo de individuos sadios. Condi¢des de analise: analogas
as da Figura 37, porém com injecao hidrodinamica a 50 mbar por 60 s seguida por
aplicacéo de 25 kV por 15 s entre vials de BGE.
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Figura 75 — Exemplos de eletroferogramas obtidos para as andlises de
amostras de soro sanguineo de individuos portadores de cancer de préstata.
Condicoes de analise: analogas as da Figura 37, porém com injecao
hidrodinamica a 50 mbar por 60 s seguida por aplicacao de 25 kV por 15 s entre
vials de BGE.
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Figura 76 — Comparacao entre eletroferogramas obtidos para um individuo
saudavel (amostra 5) e um doente (amostra 19). Condigdes de anadlise: analogas
as da Figura 37, porém com injecao hidrodinamica a 50 mbar por 60 s seguida por
aplicacéo de 25 kV por 15 s entre vials de BGE.

As concentracbes médias obtidas para os nucleosideos sdo apresentadas
na Tabela 13 e na Figura 77. Os CV obtidos sédo altos, o que indica que as
concentragdes de nucleosideos variam amplamente entre individuos. Um teste t
foi realizado para detectar diferengas significativas entre as concentracdes de
nucleosideos obtidas para homens saudaveis e doentes. Para C, as
concentragcdes obtidas para pessoas saudaveis sdo estatisticamente menores do
que para doentes; para A, 5mU e U, as concentracdes dos individuos saudaveis
sao maiores do que dos doentes; e para os demais nucleosideos estudados, nao
houve diferenca significativa entre os niveis encontrados. A constatacdo de que as
concentracdes de alguns nucleosideos sao estatisticamente menores para
doentes do que para individuos sadios difere das conclusbes normalmente
reportadas na literatura cientifica. Grande parte dos trabalhos j& publicados sobre
0 assunto cita que as concentracdes de nucleosideos sao maiores na presenca de
neoplasias devido a maior taxa de replicagdo celular, porém as observacdes
demonstram um padrao diferente para o cancer de prostata. Assim, tais alteragdes
poderiam ser relacionadas a esta patologia de base, porém estudos mais amplos
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s30 necessarios para verificar a possibilidade. 3943:46:47:49-56.58.59,61.62.65-

67,69,72,74,83,85,89,97,115,116

Tabela 13 — Médias das concentracOes obtidas para as andlises de
amostras de soro sanguineo de individuos sadios e portadores de cancer de

préstata.

C A u 5mUu G X I
Média (umol/L) | 0,25 0,93 570 2,82 223 2,73 6,03
Sadios | Desvio (umol/L) | 0,19 048 168 096 147 9,82 6,82
CV(%) 73,82 51,80 29,48 33,88 66,06 359,41 113,10
Média (umol/L) | 0,35 0,73 533 237 197 1,61 2,88
Doentes | Desvio (umol/L) | 0,31 £ 0,58 1,77 1,12 1,49 2,64 2,14
CV(%) 88,59 79,57 33,24 47,04 79,95 164,04 74,34

I Doentes
C [ ] Saudaveis

6 4 -2 0 2 4 6 8 10 12
Concentragao (umol/L)

Figura 77 - Médias das concentracbes obtidas para as analises de amostras

de soro sanguineo de individuos sadios e portadores de cancer de préstata.

141



3. Quimiometria

Diversos modelos de analise quimiométrica foram avaliados, incluindo PCA
(analise de componentes principais, do inglés principal componente analysis),
PCA-DA (analise de componentes principais com analise de discriminantes
lineares, do inglés principal componente analysis — discriminant analysis), arvores
de classificagdo, PLS-DA (analise de discriminantes por minimos quadrados
parciais, do inglés partial least square discriminant analysis), k-NN (k vizinhos mais
préximos, do inglés k nearest neighbors), RF (floresta randémica, do inglés
random florest) e SVM (maquina de vetores de suporte, do inglés support vector
machine). As analises quimiométricas foram realizadas em colaboragdao com o
Prof. Dr. Ronei Jesus Poppi e seu aluno de pés-graduacado Paulo R. Filgueiras
(Laboratério de Quimiometria em Quimica Analitica - LAQQA, Instituto de
Quimica, UNICAMP).

Modelos nao supervisionados de analise multivariada, como PCA,
empregam combinagdes lineares das concentragbes de todos os analitos para
gerar componentes ortogonais que maximizem a variancia total entre os grupos de
amostras, independentemente dos rétulos dos grupos (i.e. saudavel ou doente). O
modelo PCA reduz o numero de dimensbes de separacdo e mantém as
caracteristicas que contribuem mais para a variancia entre as amostras. A
combinacdo linear que gera a maior variancia, i.e. responsavel pela maior
variabilidade nos dados, € projetada no primeiro eixo (primeiro componente
principal) e os demais componentes tem a maxima variancia sob a restricdo de
serem ortogonais. Cada componente principal € uma combinacao linear dos dados
originais e é independente dos demais. Por outro lado, modelos supervisionados,
como PLS, kNN, RF e SVM, consideram os rétulos dos dados originais (i.e. sadio
ou doente) para a construcdo das combinacdes lineares, o que maximiza a
separacao entre os grupos de amostras. Em tais métodos, todas as amostras sao
divididas entre um grupo de treinamento e outro de teste. O primeiro € usado para
gerar 0 modelo, enquanto que o segundo é aplicado nele e a classificacao obtida
fornece a confiabilidade do resultado. Uma matriz de dados do grupo de
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treinamento contendo variaveis das amostras (concentracdes, intensidades, areas,
etc.) é relacionada com outra contendo as varidaveis de resposta (saudavel ou
doente). A analise de discriminantes lineares (DA) pode ser combinada com
ambos os tipos de modelos e estabelece a posigdo o6tima da superficie de
discriminagdo que melhor separa as classes. ''"~'?°

Para cada modelo, foram avaliados cinco parametros: sensibilidade,
especificidade, PPV, NPV e exatiddo. Os quatro primeiros foram previamente
definidos no capitulo 1 (Figura 2); a exatiddo corresponde a percentagem total de
concordancia entre os resultados do modelo e suas referéncias. E medida pela
relacdo entre todos os resultados corretos do teste e todos os individuos
examinados. Os melhores resultados foram obtidos com o modelo RF, que

emprega a técnica de modelagem de varias arvores de decisdao combinadas.

3.1. Introducéo a Floresta Randomica (RF)

A RF é um método de classificagdo que combina resultados de varios
classificadores individuais, sendo cada classificador uma arvore construida pelo
analista, que representa uma solugdo do problema. '*' As amostras sdo divididas
em dois conjuntos distintos: conjunto de treinamento, utilizado para construgéo
das arvores de classificacdo, e conjunto de teste, utilizado para previsdo do
modelo e célculos de sensibilidade, especificidade, PPV, NPV e exatiddo. '22

As arvores sao constituidas por nés, com cada um representando uma
condicdo com duas respostas possiveis. Cada resposta leva a outra condicao com
mais duas respostas possiveis e 0 processo se repete até atingir a classificacao
da amostra (Figura 78). Para cada n6 da arvore, um numero de variaveis (analitos)
selecionadas aleatoriamente do grupo de treinamento € considerado. Os nés
sofrem divisbes binarias selecionadas randomicamente dentre as melhores
divisbes possiveis. Cada arvore é construida independentemente das demais e o
namero total de variaveis empregadas em cada n6 e a quantidade total de arvores
sao definidos pelo analista. Apds a construcdo do modelo com base no grupo de
amostras de treinamento, o grupo de teste € aplicado e o conjunto de resultados
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de cada amostra (concentracées dos analitos) passa por todas as arvores. O
resultado final da RF consiste na combinacdo dos resultados das arvores de
classificacao por voto majoritario, ou seja, uma amostra pertencera a classe a com
maior quantidade de votos das arvores individuais. Esta técnica de multiplos
classificadores (arvores) tem mostrado ser mais exata que qualquer um dos

classificadores individualmente. '%2

v v Cate'goria
Categoria Categoria BRANCO
BRANCO PRETO

\ RESULTADO: CATEGORIA BRANCO \

Figura 78 — llustragdo do modelo de classificacdo de floresta randémica
(RF). Cada circulo representa um nd, no qual o conjunto de variaveis selecionado
randomicamente leva a decisdo do caminho a ser seguido. A categoria com a

maior quantidade de votos é o resultado final da classificagao.

Na construcdo de uma arvore de classificacdo, o modelo escolhe as variaveis
(analitos) que separam as amostras em grupos mais puros possiveis. Assim, um
classificador de arvore pode nao utilizar todas as informagbes disponiveis das
amostras. A utilizagdo de uma RF reduz consideravelmente este problema ao
empregar a combinacao de diversas arvores.

Cada éarvore é construida empregando-se um algoritmo de Breiman, no qual
N é o numero de amostras do conjunto de treinamento; M € o numero de variaveis
(analitos); m é o numero de variaveis selecionadas para cada n6 (com m << M); e
T € o numero total de arvores. Um subconjunto de treinamento para cada arvore é
selecionado, com n amostras, a partir do conjunto de treinamento total e, para
cada um, m variaveis sdo selecionadas na busca pela melhor divisdo. Seja o

conjunto de treinamento D ={(x,,y,)} em que o vetor x, =(x,,---,x,, ) representa as
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variaveis de uma amostra (analitos) e o vetor ye{cl,c2}, a classe n qual as

7

amostras pertencem (sadio ou doente). Cada arvore t (pertencente a T) é
construida com m < M variaveis. "' Na construcdo da arvore de decisdo t, tem-se
inicialmente o conjunto com todas as amostras de treinamento D;. Cada né da
arvore representa um subconjunto Dy de Di. O nd da raiz representa o proprio
conjunto D;. A arvore t particiona seu conjunto D; em dois outros subconjuntos
disjuntos Dy e Dy, que devem ser tdo puros quanto possivel em relagdo as
classes c1 e ¢ (sadio e doente), pertencentes ao vetor y. 122 0s subconjuntos Dy e
Dy correspondem, respectivamente, as sub-arvores esquerda e direita do né
correspondente a Dy (Figura 79).

Figura 79 - Exemplo de particao de né pai (D) em dois nés filhos D¢ e Do.

A particdo do conjunto D; é feita mediante um critério de pureza pré-
estabelecido (e.g. ganho de informacao) e utilizado para decidir qual a variavel de

x; dentre as M variaveis € a que melhor divide D; e qual o valor de v, de x; (no

caso, concentracdo) gera a melhor divisdo em termos de pureza. A arvore t é
construida seguindo o mesmo procedimento utilizado para a primeira reparticéo,
até que todos os subconjuntos sejam puros, ou seja, contenha valores de apenas
uma classe (cy ou Cp).

Varios critérios podem ser utilizados para determinar a particdo do conjunto
D:. O algoritmo utilizado neste trabalho usou o critério entropia com base na
maximizacao do ganho de informacao dos subconjuntos filhos. O critério entropia
aumenta com o ganho de informagao resultante da bisse¢do do conjunto D; nos

dois conjuntos Dy e Dy, definida por um valor v, de uma variavel x;. O ganho de

informacao pelo critério entropia GI(D,xj,vxj) foi calculado pela Equacéo 1:
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GI(D.x,.v,)=5(D)-Y p(D,)s(D,) (1)

2
e

na qual S(D) € a entropia do né raiz (pais) ou do conjunto D e p(Dy)
corresponde a probabilidade de ocorréncia de Dgx. Quanto maior o ganho de
informacao na particdo, menor a entropia e mais puros sdo 0s subconjuntos
obtidos. A entropia de um conjunto D em relacdo as possiveis classes ¢ e ¢z que

ocorrem em Yy foi calculada segundo a Equacgéo 2:
C
S(D) ==Y p(c,)-In[p(c,)] (2)
c=l1

na qual p(ci) é a probabilidade de pertencer a classe c..

Uma vez que a floresta com T arvores é construida, a classificacao pode
ser feita com base nos votos de todas as arvores. Cada arvore emite 0 voto ¢ ou
C2 (sadio ou doente). A classificagdo dada por uma RF corresponde ao voto da

maioria das arvores.

3.2. Construgdo do modelo

Todos os célculos foram efetuados no software Matlab 7.8. Na construcao
do classificador, as amostras foram divididas nos conjuntos de treinamento e teste
(Tabela 14) pelo algoritmo Kennard-Stone. '®* Para otimizagdo das arvores de
classificacao, utilizou-se o procedimento k-fold, que consiste em dividir o conjunto
de amostras de treinamento em k subconjuntos disjuntos de mesmo tamanho. Um
subconjunto é utilizado para teste enquanto os (k-1) restantes sao utilizados para
construgcdo das arvores. Este processo € realizado k vezes até que todos os
subconjuntos sejam testados. Neste trabalho utilizou-se k = 5.

A floresta randdémica foi construida baseada em resultados de 35 arvores
de classificagdo. Para avaliar a importancia de cada variavel no modelo, foi
realizado um teste de permutacdo apds a construgdo de cada éarvore de
classificacdo. O teste de permutagdo consiste em permutar cada variavel
escolhida para crescimento da arvore e comparar a exatiddo do modelo da arvore

original com os modelos permutados, que serdo tantos quanto o numero de
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variaveis utilizadas para crescimento da arvore. '?° Uma variavel importante para o
modelo ira reduzir de forma significativa a exatiddo da arvore de classificacao,

enquanto que uma variavel menos importante nao tera efeito sobre a arvore.

Tabela 14 - Divisdo dos resultados amostrais dos pacientes em conjuntos
de treinamento e teste para avaliacéo estatistica.

Paciente Treinamento Teste
Saudavel 36 24
Céncer 39 29
Total 75 53

Os resultados foram reportados segundo suas capacidades de identificagao
de um individuo com diagnéstico de cancer. Foram avaliados cinco parametros
previamente definidos: sensibilidade (capacidade do modelo em identificar um
individuo com céancer quando a doenga estda efetivamente presente),
especificidade (capacidade do modelo em identificar um individuo saudavel
quando este efetivamente nao possui a doenca), PPV (probabilidade do individuo
estar doente quando o resultado do modelo é positivo para cancer), NPV
(probabilidade do individuo ndo estar doente quando o resultado do modelo é
negativo para cancer) e exatiddo (porcentagem total de concordancia entre os
resultados do modelo e suas referéncias) (Figura 2).

3.3. Resultados

A partir dos resultados amostrais, ndo é possivel obter um modelo confiavel
utilizando apenas um analito, pois os resultados de um individuo sadio € com
diagnéstico de cancer sao proximos (Figura 80), assim como a média por grupo
(Figura 81).
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Na construcdo do classificador de RF, nenhuma amostra foi excluida do
modelo, mesmo as que apresentam resultados fora do esperado para alguma
variavel (Figura 80). O modelo classificou corretamente 77% das amostras de
teste e apresentou alta sensibilidade em detectar um paciente com diagndstico de
cancer (93%, Tabela 15). Entretanto, o NPV de 88%, superior ao PPV de 73%,
indica que o modelo € mais adequado em diagnésticos negativos, ou seja, de
pessoas que nao apresentam a doenca. Uma resposta negativa dada pelo modelo
provavelmente estara correta, ja que foram observadas apenas 2 amostras com
resultados falso negativos contra 14 com resultados verdadeiros negativos para

diagndéstico de cancer (Figura 82).

Tabela 15 - Resultados do modelo floresta randémica (RF) aplicado ao

conjunto de amostras de teste.

Parametro Teste
Sensibilidade 0,93
Especificidade 0,58

PPV 0,73
NPV 0,88
Exatidao 0,77
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Figura 82 - Probabilidade do diagnéstico de cancer pelo modelo floresta
randémica (RF). Como existem apenas duas classes, uma probabilidade maior
que 0,5 indica que o paciente tem diagnostico de cancer, enquanto uma
probabilidade menor que 0,5 indica ser um paciente saudavel.

As variaveis utilizadas na modelagem foram avaliadas por um teste de
permutagcdo. Seus pesos para o classificador estdo apresentados na Figura 83, na
qual quanto maior o peso de uma variavel, maior sua importancia em identificar
um paciente com diagndéstico de cancer. Apesar das variaveis G e X apresentarem
menores pesos, elas ndo sdo muito inferiores as demais, sendo desnecessario
seu descarte para melhoria da exatiddao do classificador. As variaveis | e C

apresentaram as maiores importancias no resultado do modelo.
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Figura 83 - Importancia (peso) de cada variavel no modelo floresta
randémica (RF).

4. Conclusodes

Os resultados de cada uma das 7 variaveis isoladamente (analitos C, A, U,
5mU, G, X e |) ndo discriminam entre pacientes com diagndstico positivo ou
negativo para cancer. Entretanto, a combinacdo delas é favoravel para um
diagnoéstico negativo. O modelo RF utilizando as 7 variaveis possui exatiddo de
77%. Além disso, apresenta alta sensibilidade em detectar um paciente com
cancer (93%) e NPV de 88%. O PSA, biomarcador tumoral empregado atualmente
para cancer de préstata, apresenta sensibilidade de cerca de 20 — 25% e
especificidade de 90% na faixa de concentragédo de 0 a 4 ng/mL, considerada
como normal. Tal biomarcador minimiza o risco de resultados falso-positivos,
porém gera uma alta propor¢cdo de falso-negativos. A deteccdo do cancer de
prostata empregando os nucleosideos pela metodologia desenvolvida, por outro
lado, apresenta alta sensibilidade (93%) e especificidade reduzida (58%), i.e.
minimiza o risco de resultados falso-negativos. Assim, os métodos de diagndstico
por PSA e nucleosideos sdo complementares, o que permite concluir que o uso
concomitante de tais biomarcadores tumorais pode auxiliar no diagnéstico precoce

do céncer de préstata e no acompanhamento da doenca.
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Capitulo 8

Conclusoes
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A metodologia para extragédo, separacédo e quantificacdo de nucleosideos
em soro sanguineo por CE-UV foi totalmente otimizada e validada. Foram obtidas
resolugcdes acima de 1,5 para todos os pares de picos, atingindo separagao em
linha de base, e eficiéncias entre 4,3 x 10* (8BrG) e 1,0 x 10° pratos (C) pratos.
Houve melhora expressiva em termos de resolugdo quando comparado com a
metodologia inicial, publicada por Jiang et al. 8" Em adendo, a menor concentracéo
de tensoativo em relacao a maior parte das metodologias ja publicadas permite a
aplicacdo deste método em analises de rotina com maior confiabilidade e menor
necessidade de manutencdo de equipamento, o que reduz custos e gasto de
tempo. A otimizacdo da injecdo, empregando estratégias de pré-concentracao de
amostra, levou a maior intensidade dos picos, fator que facilita a integracdo de
picos de analitos com baixas concentracbes e melhora a detectabilidade do
método.

Um total de 126 amostras individuais de soro sanguineo foram analisadas,
sendo 60 de homens sadios e 66 de portadores de cancer de préstata. Observou-
se diferenca significativa entre as médias das concentragbes dos nucleosideos C,
A, 5mU e U. Para A, U e 5mU, foram obtidas concentracées menores, em média,
na presenca da doenca, fator que difere das conclusées normalmente publicadas
para outras patologias de base, porém estudos mais amplos sdo necessarios para
confirmar se tais diferencas podem ser empregadas no diagnéstico deste tipo de
cancer.

Os resultados obtidos foram avaliados através de andlise quimiométrica
empregando o modelo RF e os valores de sensibilidade e especificidade atingidos
(93 e 58%, respectivamente) sdo complementares aos obtidos em média para o
PSA (c.a. 20-25 e 90%, respectivamente). O modelo exibe resultados mais
confiaveis para diagnostico negativo (88% de NPV), com baixa probabilidade de
resultado falso-negativo. A exatiddo do diagnéstico foi de 77%, valor adequado
para testes de screening e acompanhamento da doenca. Assim, os nucleosideos
podem ser potencialmente empregados como biomarcadores tumorais auxiliares
para o diagnéstico e acompanhamento do cancer de préstata, juntamente com o
PSA.
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