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Resumo

Souza, G. G. Determinagcdo de amilorida e triantereno em plasma
sanguineo por espectrofluorimetria e calibracdo de segunda ordem.
Dissertagéo (Mestrado em Quimica) — Universidade de Brasilia, Brasilia, 2013.
A calibracdo de segunda ordem € aplicada a dados trilineares, que
possuem trés dimensBes. Os dados espectrofluorimétricos possuem essa
caracteristica e tém sido analisados por modelos de segunda ordem, como
UPLS e PARAFAC, por exemplo. O uso de ferramentas quimiométricas
associadas a técnicas mais simples vem sendo uma alternativa perante
técnicas mais sofisticadas e matrizes complexas, quando geralmente usa-se
cromatografia. O uso de espectrofluorimetria na determinacdo de farmacos que
apresentam fluorescéncia natural, como o triantereno e a amilorida, parece
simples a primeira vista, mas torna-se complicado em fluidos biolégicos, pois
esses também possuem fluorescéncia natural. O uso de quimiometria
possibilita essa determinacdo sem exaustivas etapas de extragcdo ou pré-
concentracdo do analito. A importancia de se determinar farmacos diuréticos
em amostras biolégicas abrangem anélises de doping, estudos clinicos e
farmacocinéticos. Os analitos de interesse apresentam baixa faixa terapéutica,
e por esse motivo geralmente sdo determinados por métodos cromatograficos.
O presente estudo propfe uma precipitacdo das proteinas plasmaticas com
acetonitrila, o que reduz significativamente a intensidade de fluorescéncia do
plasma sanguineo, mas nédo a elimina. Por esse motivo, a regressao univariada
nao é capaz de estimar bons resultados. O método da adicdo de padrdo é
usada a fim de diminuir o efeito de matriz, mas ndo é suficiente para estimar
bons resultados na regressdo univariada. Visando determinar amilorida e
triantereno em plasma sanguineo por espectrofluorimetria, dois modelos de
segunda ordem sdo otimizados, o PARAFAC e o UPLS, sendo obtidas boas

estimativas com a calibracao de segunda ordem.

Palavras-chaves: Amilorida, Triantereno, Fluorescéncia Molecular, PARAFAC,
UPLS.
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Abstract

Souza, G. G. Determination of amiloride and triamterene in blood plasma
by espectrofluorimetry and second ordem calibration. Dissertation (MSc in

Chemistry) — Universidade de Brasilia, Brasilia, 2013.

The second order calibration is applied to trilinear data, which have three
dimensions. The espectrofluorimetrics data have this characteristic and has
been analyzed by second order models as UPLS and PARAFAC, for example.
The use of chemometrics tools associated with simplest techniques is an
alternative before more sophisticated techniques and complex matrices, when
chromatography is usually used. The use of spectrofluorimetry for the
determination of drugs that fluoresce naturally, as triamterene and amiloride,
seems simple at first glance, but becomes complicated in biological fluids, as
these also have natural fluorescence. The use of chemometrics enables this
determination without exhaustive extraction steps or preconcentration of the
analyte. The importance of determining diuretic drugs in biological samples
include doping analyzes, clinical and pharmacokinetic studies. The analytes of
interest have low therapeutic range, and for that reason are usually determined
by chromatographic methods. This study proposes a plasma protein
precipitation with acetonitrile, which significantly reduces the fluorescence
intensity of blood plasma, but does not eliminate it. For this reason, univariate
regression is not able to estimate good results. The standard addition method is
used to reduce the matrix effect, but it isn’t sufficient to estimate good results in
univariate regression. To determine amiloride and triamterene in blood plasma
by spectrofluorimetry, two second order models are optimized, PARAFAC and

UPLS, being obtained good estimates with second-order calibration.

Keywords: Amiloride, Triamterene, Molecular Fluorescence, PARAFAC, UPLS.

vii



SUMARIO

1 INTRODUQAO E OBIETIVOS ... 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 3
2.1 Determinacado de amilorida e triantereno em plasma sanguingo .........cccccoeevuvvveeenennn. 3
2.2 Espectroscopiade fluorescéncia MOIECUIAN ... 7
2.2.1 Teoria da fluoresCenCia MOIECUIAN ..........ccoiiiiiiiiiie e 8
2.2.2  Variaveis que afetam a fluOreSCENCIA ........ceeeiiiiiiiiiiiiiiee e 9
2.3 Métodos univariado € MUltiVariados ..........cccceeieeiiiiiiiii e 11
2.3.1 Regressdo univariada e adiC80 de padro..........ccceeeiiiiiiiiiiii 13
2.3.2 Andlise de Fatores Paralelos (PARAFAC) ......cooiiiiiiiiiiiie et a e 16
2.3.3 Quadrados Minimos Parciais Desdobrados (UPLS).........cccoviiiiiiiiiieeeiiiiiiiiiieeeeen 19

3 MATERIAIS E METODOS ..ottt ettt e, 21
3.1 Reagentes, padrOes € AmMOSIIAS ....ccicciviieiiiiiiiie e ieeeiiie e e e e e e e e e e e e e eeeaan e e e e eeaaannnan 21
3.1.1 Reagentes € SOIUCOES PAUIE0 ......cuvvuuuiiieeeiieeiiiie e e e e e et e e e e e e e e e e e eeeea e as 21
3.1.2 Amostras de plasma SANQUINEO..........oiiiiiiiiieiiiie e e e e e e e 21
3.2 INSEIUMENTAGED ...uvvtttiiiiiiiiiiiiitititttt s 22
3.3 Procedimento eXperimental ........ccooiii i e 23
3.3.1  LiMpeza das VIArarias.........ccceieeeiieeeiiii e e e e e e e e e e e s 23
3.3.2 Preparo das solu¢bes padrdo e das amostras fortificadas............ccccceeeeeiiin. 24
3.3.2.1 Planejamento para uso das amostras de plasma..........cccccceeeieeeeiiiiiiiiiineeeeennns 25
3.3.3  Procedimento de ClEAN-UP .......ccoeviiiiiiiii et e e e e e e e e e e e eaa s 27
3.3.4  AdICAO de PAr80 .....ccoeiiiiiiei e, 28
3.4 Tratamento dOS rESTHUODS ...uuuuuuiiiiiiiiiiiiii s 29
4  RESULTADOS E DISCUSSAO ......ooeoeeeeeeeee oo, 32
4.1 Etapade Clean-UpP ..., 32
4.2 AdIGAOD A€ PAUIE0....ci it 33
A3 T ANTEIENO oot 34



4.3.1 Determinac8o por regreSSA0 UNIVANAGA ........ovieiiiiiiiiiiiie e e e 35

4.3.2 Determinagdo através do modelo PARAFAC ..........ccuuiiiiiiiiiiiiieee e 39
4.3.3 Determinacédo por regressdo empregando UPLS.........ccooooiiiiiiiiiiini e 44
O AN o 11 e o = PR 49
4.4.1 Determinag&o por regreSSA0 UNIVANAA ...........vuueeeeeieiiiiiiiiiiiiiiiieieiiieeeeeeeeeeeeeeeneneee 50
4.4.2 Determinacdo através do modelo PARAFAC ..........ccuiiiiiiieiiieeee e 54
4.4.3 Determinag&o por regressdo empregando UPLS..............uiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienies 57
5 CONCLUSOES ..ottt 65
6 REFERECIAS BIBLIOGRAFICAS ......cooiiiiieiiieiee e 67
T ANEXOS ..o e 69

Anexo A — Carta de aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Faculdade de Ciéncias da Satde daUnB. ..........ccccciiiiiiii 69



ALS

AML
BLLS

CEP-FS

CGSH-MS

DAD

DTLD

EEF

FHB
FIA

GC
HPLC

IOC

LC
LD
LQ

MCR

MMA

LISTA DE ABREVIATURAS

Quadrados Minimos Alternantes (Alternating Least
Square).

Amilorida.

Quadrados Minimos Bilineares (Bilinear Least
Squares).

Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude da
uUnB.

Coordenacgédo Geral de Sangue e Hemoderivados
do Ministério da Saude.

Deteccdo pro Arranjo de Diodos (Diode Array
Detection).

Decomposigéo Trilinear Direta (Direct Trilinear
Decomposition).

Excitacdo e Emissao de Fluorescéncia (Excitation
Emission Fluorescence).

Fundacédo Hemocentro de Brasilia.

Andlise por Injecdo em Fluxo (Flow Injection
Analysis).

Cromatografia Gasosa (Gas Chromatography).
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High
Performance Liquid Chromatography).

Comité Olimpico Internacional (International
Olympic Committe).

Cromatografia Liquida (Liquid Chromatography).
Limite de deteccéo.

Limite de quantificacéo.

Resolucdo de Curvas Multivariadas (Multivariate
Curve Resolution).

Artes Marciais Mistas (Mixed Martial Arts).



MS

NIR

PARAFAC

PCR

PLS

RZ

RBL

RESQUI-UnB

RLM

SIA

SVvD

TRI
UPLS

uv

Espectrometria de Massas (Mass Espectrometry).

Infravermelho Préximo (Near-Infrared).

Andlises de Fatores Paralelos (Parallel Factor
Analysis).

Regressao por Componentes Principais (Principal
Componentes Regression).

Quadrados Minimos Parciais (Partial Least
Squares).

Coeficiente de determinagéo.

Bilinearizagdo Residual (Residual Bilinearization).

Comissdo de Gerenciamento, Tratamento e
Destinagdo de  Residuos Perigosos da
Universidade de Brasilia.

Regressdo Linear Mdultipla (Multiple Linear
Regression).

Andlise  por Injecdo Sequencial (Sequential
Injection Analysis).

Decomposicdo em Valores Singulares (Sigular
Value Decomposition).

Triantereno.

Quadrados Minimos Parciais Desdobrados
(Unfolded Partial Least Squares).

Ultravioleta.

Xi



LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1: Perfil das amostras de plasma sanguineo utilizadas na pesquisa.22

Tabela 3.2: Concentracdo dos padrdes de AML usados para cada nivel de
concentragdo das amostras fortificadas. ..........ccuvveiiiiiiiiieeiiiii 24

Tabela 3.3: Concentracdo dos padrbes de TRI usados para cada nivel de

concentragdo das amostras fortificadas. ...........cevveeiiiiiiiiiiieiiii 25

Tabela 3.4: Planejamento do uso das amostras para cada nivel de

concentracao dos analitos e respectivo niumero de replicatas. ...........cccccvveen.. 26

Tabela 3.5: Descricdo dos volumes, concentracdes adicionadas e finais de
amilorida para o desenvolvimento do método de adi¢éo de padréo. ............... 29

Tabela 3.6: Descricdo dos volumes, concentracdes adicionadas e finais de

triantereno para o desenvolvimento do método de adicao de padrao.............. 29

Tabela 4.1: Valores médios, limites de deteccdo, quantificacdo, preciséo,
coeficiente de determinacdo meédios estimados pelo modelo univariado e

recuperacdo média para cada nivel de concentragao............cccccvvveeeeeeeereeennnns 39

Tabela 4.2: Valores médios, limites de deteccdo, quantificacdo, preciséo,
coeficiente de determinacdo médios estimados pelo modelo PARAFAC e

recuperacdo média para cada nivel de concentracao. ...........ccccccvveeeeeeeeeeeeennnns 44
Tabela 4.3: Valores médios, limites de deteccdo, quantificacdo, precisédo

médios, e coeficiente de determinacdo de calibracdo e validacdo estimados

pelo modelo UPLS e recuperacdo média para cada nivel de concentracéo. ... 48

Xii



Tabela 4.4: Valores médios, limites de deteccdo, quantificacdo, precisdo e
coeficiente de determinacdo meédios estimados pelos modelos Univariado,
PARAFAC e UPLS para 0 tranterenO. ..........coouuuummunniiiiiiiees 49

Tabela 4.5: Valores médios, limites de deteccdo, quantificacdo, precisao,
coeficiente de determinacdo médios estimados pelo modelo univariado e

recuperacdo meédia para cada nivel de concentragao..............ccccceeeeeeeeeeeeeennn. 53

Tabela 4.6: Valores meédios, limites de deteccdo, quantificacdo, precisao,
coeficiente de determinacdo médios estimados pelo modelo PARAFAC e
recuperacdo média para cada nivel de concentragao. .............ccccceeeeeeeeeeeeeen. 57

Tabela 4.7: Valores médios, limites de deteccdo, quantificacdo, preciséo
médios, e coeficiente de determinacédo de calibracdo e validacdo estimados
pelo modelo UPLS masculino, e recuperacdo média para cada nivel de

[od0] gTod =] o1 = Tox= Lo JN PRSPPI 62

Tabela 4.8: Valores médios, limites de deteccdo, quantificacdo, precisédo
médios, e coeficiente de determinacdo de calibracdo e validacdo estimados
pelo modelo UPLS feminino, e recuperacdo média para cada nivel de

[od0] gTod =] o1 = Tox= Lo PRSPPI 63
Tabela 4.9: Valores médios, limites de deteccdo, quantificacdo, preciséo,

coeficiente de determinacdo meédios estimados pelos modelos Univariado,
PARAFAC e UPLS masculino para a amilorida. ............ccccoevieeeiiiiiiiiiiiiiieeeee, 64

Xiii



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1: Estrutura quimica da amilorida.............cceeeveeeiiiiiiiiiiiiiieiee e 4

Figura 2.2: Concentracdo média de amilorida no plasma em fun¢édo do tempo
decorrido apés a administracdo de uma dose de 10 mg de amilorida. Os
resultados apresentam a média + desvio padrédo (n=8), (adaptado da referéncia
(17 TR 5

Figura 2.3: Estrutura quimica do triantereno. ..........ccccoevveveerniiiiee e 6

Figura 2.4: Concentracdo média de triantereno em plasma sanguineo em
funcdo do tempo decorrido apds administracédo de uma Unica dose de 50 mg de
triantereno do medicamento em teste e do medicamento referéncia. Os
resultados apresentam a média + desvio padrdo (n=14), (adaptado da

(=] (=] (=] 0 Tor = U2 0 ) RPN 7
Figura 2.5: Diagrama de Jablonski (adaptado da referéncia 27).............cc........ 9
Figura 2.6: Efeito da rigidez molecular sobre o rendimento quantico (P).%°.... 10
Figura 2.7: Representacdo esquematica dos trés tipos de dados apresentados.
(a) dado de ordem zero — representado por um escalar, (b) dado de primeira
ordem - representado por um vetor, (c) dado de sengunda ordem -

representado POr UMa MALFiZ. ........cooviviiiiiiiiiiie e e e e e e e e e eeennens 13

Figura 2.8: Grafico de uma adicdo de padrdo para o caso especial em que o

VOIUME fiNAl € VATAVEL. .. oneeeeee e 15

Figura 2.9: Representacdo da decomposicdo do cubo X de amostras em F

triades de vetores pesos realizada pelo modelo PARAFAC. .........ccoovvvvivvnnnnnn. 16

Xiv



Figura 2.10: Representacdo do rearranjo do cubo de dados para analise por
UPLS. Um cubo X(I,J,K) é colocado na forma de uma matriz X(I,JK) pela
vetorizagdo da matriz de cada uma das amostras |, (adaptado da referéncia
712 TR 19

Figura 3.1: Espectrofluorimetro Varian Cary Eclipse. Fotografia de arquivo da

o101 (0] - VU 23

Figura 3.2: Amostra de plasma sanguineo fortificada, sem acetonitrila (A), com
acetonitrila antes da centrifugacéo (B), com acetonitrila depois da centrifugacao
(C). Fotografias de arquivo da aUtOra...........cooeeeeiieiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27

Figura 3.3: Etapas do procedimento de clean-up. Transferéncia do plasma
fortificado para tubo de centrifuga (A), adicdo de acetonitrila ao tubo (B),
agitacdo (C), centrifugacdo (D), retirada da solucdo incolor obitida (E).

Fotografias de arquivo da @ULOra..........ccceevuriviiiiie e 28
Figura 3.4: (A) Procedimento para retirada de plasma sanguineo da bolsa. (B)
Coletor para material perfurocortante Descarpack. Fotografias de arquivo da
= 10 [ (] = PSPPSRI 30
Figura 3.5: Resumo dos procedimentos experimentais.............cceeevvvviiieeeeenn.. 31
Figura 4.1: Intensidade de fluorescéncia de uma amostra de plasma
sanguineo, sem a adicdo dos farmacos, antes (A e B) e depois (C e D) da

etapa de ClEAN-UP.......cooeiiiiii e e e e e 32

Figura 4.2 Calibracdo externa de TRl em duas matrizes, solucdo

agua/acetonitrila (1:9) (#) e plasma sanguineo (). ......ccevvveevviiieiiiieeeeeeeeeenenne. 33

Figura 4.3: Calibracdo externa de AML em duas matrizes, solucao

agua/acetonitrila (1:9) (#) e plasma sanguineo (). ......ccvvvveevieeeeeiiiieeeieeeeeeenee. 34

XV



Figura 4.4: Espectro de fluorescéncia (A) e superficie de resposta (B) de um
padrao de triantereno 8,5 HO/L. ...ccooiiiieiiiiiei e 35

Figura 4.5: Espectro de fluorescéncia (A) e superficie de resposta (B) de uma
amostra de plasma n&o fortificada. ........cccccevvvviiiiiiiiiiiiiiiieee 36

Figura 4.6: Espectros de fluorescéncia, amostra de plasma néo fortificada (A),
amostra de plasma fortificada, 9,0 pg/L de triantereno (B)...........ccvvvvevveveeennnee. 37

Figura 4.7: Curva de adicdo de padréo para uma amostra com 9,0 ug/L de TRI.
Onde Vx representa o volume inicial da amostra, Vs o volume de cada adig&o
de padrédo, R as intensidades de fluorescéncia corrigidas e N 0 numero de
EoTo [[ofoloT o [N o T o [ = Lo TN PP PPPPPPPPPPPP 38

Figura 4.8: Representacdo da organizacdo tridimensional dos dados para a

uma amostra de plasma com 9,0 pg/L de triantereno. ..........cccevvvvceeieeeeeeeeennnns 40

Figura 4.9: Pesos PARAFAC em funcédo da concentracdo de TRI adicionada
(A), espectros de fluorescéncia deconvoluidos, excitacdo (B) e emissao (C),
obtidos através dos pesos do modelo PARAFAC para uma matriz de amostra

(perfis verde e azul) e para solucéo padrao (perfil vermelho). ......................... 42

Figura 4.10: Curva de adicdo de padrdo para uma amostra com 9,0 ug/L de
TRI. Onde Vy representa o volume inicial da amostra, Vs o0 volume de cada
adicdo de padréo, R os pesos do modelo PARAFAC e N o numero de adicbes

[0 L= 0= Lo [ > Lo TR 43

Figura 4.11: Grafico de calibracdo mista, usando 2 cubos femininos e 2 cubos
masculino (branco e nivel maximo de concentracdo — amostra fortificada com
9,0 HG/L de trHAaNtEIrEN0). ...uuuei i e e e eeeeeeeee et a e 45

Figura 4.12: Residuos de decomposicéo para o modelo UPLS com 3 variaveis
latentes e calibracdo mista. Onde as amostras de calibracdo estéo

representadas pelas bolas em rosa (0), as amostras de validacdo pelos

XVi



asteriscos em azul (x) e o valor critico estimado pelo ruido instrumental pela

linha tracejada em vermelno (---). ..o 46

Figura 4.13: Concentracao de referéncia versus concentracao estimada pelo
modelo UPLS a partir da calibragdo mista. ... 47

Figura 4.14: Espectro de fluorescéncia (A) e superficie de resposta (B) de um
padréo de amilorida 15 PG/L. ... 50

Figura 4.15: Espectros de fluorescéncia, amostra de plasma nao fortificada (A),

amostra de plasma fortificada, 15,0 pg/L de amilorida (B). ......cccvvvvvvveviiveeennnee. 51

Figura 4.16: Curva de adicdo de padrdao para uma amostra com 15,0 pg/L de
AML. Onde Vx representa o volume inicial da amostra, Vs o volume de cada
adicdo de padréo, R as intensidades de fluorescéncia corrigidas e N o nimero

(o [S0= o [ [of 1T 0 (C TN o F= o | > o TN 52

Figura 4.17: Pesos PARAFAC em funcdo da concentracdo de AML adicionada
(A), espectros de fluorescéncia deconvoluidos, excitacdo (B) e emissao (C),
obtidos através dos pesos do modelo PARAFAC para uma matriz de amostra

(perfis verde e azul) e para uma matriz de padrao (perfil vermelho)................ 55

Figura 4.18: Curva de adicdo de padrdo para uma amostra com 15,0 pg/L de
AML. Onde Vj representa o volume inicial da amostra, Vs o volume de cada
adicdo de padréo, R os pesos do modelo PARAFAC e N o nimero de adicGes
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Figura 4.19: Grafico de calibracdo mista, usando 2 cubos femininos e 2 cubos
masculino (branco e nivel maximo de concentracdo — amostra fortificada com

15,0 pug/L de amilorida), 3 variaveis latentes e sem centrar os dados na média.

Figura 4.20: Residuos de decomposic¢ao para o modelo UPLS masculino com

3 variaveis latentes. Onde as amostras de calibracdo estdo representadas
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pelas bolas em rosa (0), as amostras de validacdo pelos asteriscos em azul (x)
e o valor critico estimado pelo ruido instrumental pela linha tracejada em
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Figura 4.21: Residuos de decomposicdo para o modelo UPLS feminino com 3
variaveis latentes. Onde as amostras de calibracéo estdo representadas pelas
bolas em rosa (0), as amostras de validacdo pelos asteriscos em azul (x) e 0
valor critico estimado pelo ruido instrumental pela linha tracejada em vermelho
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Figura 4.22: Concentracdo de referéncia versus concentragdo estimada pelo
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Figura 4.23: Concentracdo de referéncia versus concentracdo estimada pelo
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1. Introducé&o e Objetivos

1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

Amilorida e triantereno sdo farmacos diuréticos utilizados no tratamento
de diversas doencas como diabetes insipidus, insuficiéncia cardiaca
congestiva, glaucoma e hipertensdo. Por propiciar a perda de liquido do
organismo, sdo também utilizados, de forma indevida, em esportes que
classificam os atletas em categorias de peso e por atletas que desejam
mascarar a presenca de substancias proibidas na urina.?**°

A determinacédo desses farmacos em fluidos biologicos se faz necesséria
em analises clinicas, estudos farmacocinéticos, que visam avaliar a quantidade
de farmaco no organismo apdés alguns periodos de tempo da ingestdo, e em
controle de doping.

A maioria dos métodos descritos na literatura para a determinagcéo de
triantereno e amilorida que apresentam sensibilidade suficiente para determinar
esses analitos em baixas concentragdes utilizam técnicas de cromatografia
aliadas a preparo de amostra moroso, trabalhoso ou que envolva diversas
etapas, 0 que pode aumentar os erros e a incerteza das determinacdes. Além
disso, a maioria dos trabalhos aborda a determinacéo desses analitos em urina
humana ou plasma sanguineo animal, sendo poucos os trabalham que
envolvem a determinacéo desses farmacos em plasma sanguineo humano.

Uma alternativa financeiramente mais viavel as técnicas de separacéo é
a utilizacdo de espectrofluorimetros. Como os dois analitos de interesse
apresentam fluorescéncia natural, a determinacdo pode ser realizada de forma
direta, sem a necessidade de pré-tratamentos de amostra, como por exemplo,
a derivatizacao.

O grande problema da determinacdo de um analito por fluorescéncia em
amostras biolégicas como urina e plasma, € que essas matrizes tambéem
apresentam espectros de fluorescéncia, que podem se sobrepor ao espectro
do analito. Além disso, € comum a observacdo de efeito de matriz. Dessa
forma, esses fatores podem inviabilizar a determinacéo direta desses farmacos
em plasma.

A gquimiometria tem sido uma alternativa cada vez mais empregada para

resolver esse tipo de problema. Além de ajudar na determinacdo de um analito
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guando existe sobreposicdo do sinal do analito com interferentes, a sua
utilizagao pode dispensar os preparos de amostras mais descritos na literatura,
a extracao e a pré-concentracdo do analito.

A calibracdo de segunda ordem € uma ferramenta quimiométrica muito
empregada em dados espectrais de fluorescéncia molecular em funcdo da
trilinearidade desses dados. Esse tipo de calibracdo apresenta a chamada
‘vantagem de segunda ordem” (capacidade do modelo em determinar a
espécie de interesse na presenca de interferentes, mesmo que esses nado
estejam incluidos no conjunto de amostras de calibracdo) caracteristica
bastante interessante para determinacdes em fluidos biologicos, onde a
variagcdo da matriz é consideravel de individuo para individuo.

Tendo em vista a importancia da determinacdo dos analitos amilorida e
triantereno em seres humanos e a auséncia de estudos que verifiquem a
possibilidade da determinacdo desses farmacos diretamente por
espectrofluorimetria empregando calibracdo de segunda ordem, a presente
dissertacdo de mestrado tem como objetivo geral determinar amilorida e
triantereno, em baixas concentracdes, em plasma sanguineo humano por
espectrofluorimetria e calibracdo de segunda ordem, possuindo ainda os
seguintes objetivos especificos:

i. Otimizar os parametros experimentais para determinacdo de
amilorida e triantereno, separadamente, em amostras de plasma
sanguineo.

ii. Otimizar as condicbes e quantificar os analitos de interesse
empregando os modelos univariado e multivariados propostos.

iii.  Determinar amilorida em amostras de plasma sanguineo fortificadas
com concentracfes proximas as concentracdes reais desse farmaco
no organismo.

iv. Determinar triantereno em amostras de plasma sanguineo
fortificadas com concentracbes proximas as concentracdes reais
desse farmaco no organismo.

v. Comparar os resultados obtidos com os modelos de regresséo e
procedimentos realizados e sugerir um procedimento confiavel para

a determinacado dos farmacos em plasma.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Diuréticos sdo farmacos que atuam no organismo, principalmente nos
rins, provocando um aumento da producédo e do fluxo de urina por interferirem
na reabsorcdo de sodio e outros ions a partir do limen e dos néfrons. Esse
aumento faz com que a excrecao de eletrdlitos (em particular sédio e cloro) e
agua se eleve. Amilorida (AML) e triantereno (TRI) sao dois farmacos
diuréticos classificados como poupadores de potassio.!

Tal propriedade farmacoldgica dos diuréticos faz com que esses
farmacos sejam amplamente utilizados no tratamento de diversas doencgas, tais
como hipertensdo, insuficiéncia cardiaca congestiva, diabetes insipidus,
glaucoma e outras.! S&o também utilizados - de forma indevida - em esportes

que classificam os atletas por categorias de peso®>**°

como judd, caraté, boxe,
jiu-jitsu e artes marciais mistas (Mixed Martial Arts, MMA), quando esses
desejam diminuir seu peso corporal. Nao ha razbes médicas que justifiguem o
uso de diuréticos para a perda rapida de peso em esportes, entretanto, esse
tipo de abuso pode causar grandes riscos a saude e efeitos secundarios
indesejaveis.> Outro uso indevido dos diuréticos esta relacionado ao doping,
esportistas que fazem uso de substancias proibidas ingerem esse tipo de
farmaco para aumentar a producdo de urina e consequentemente diminuir as
concentracbes de substancias proibidas nas excre¢bes, reduzindo a
possibilidade de serem detectadas.?**° Por essas razées, os diuréticos foram
banidos dos esportes pela Comissdo Médica do Comité Olimpico Internacional
(International Olympic Committe, I0C), uma comissdo criada em 1967 para
lidar com o crescente problema de doping nas competicdes esportivas e que

visa proteger a saude dos atletas.®

2.1 Determinacdo de amilorida e triantereno em plasma
sanguineo
A amilorida (N-amidino-3,5-diamino-6-cloropirazina-2-carboxamida),
representada na Figura 2.1, atua no organismo interferindo no processo de

trocas catiénicas no tubulo distal,! inibindo a reabsorcdo de sédio e a excrecéo
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" E utlizada no tratamento de diversas doencas como

de potassio."
hipertenséo, insuficiéncia cardiaca congestiva e no tratamento da hipocalemia
(quando a concentracdo de potassio no sangue esta baixa devido a sua
elevada excrecdo, que pode ocorrer tanto pela via renal, como pela via
gastrointestinal).®

NH> O

. N Cl
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/

N

H.N~ "N~ “NH,

Figura 2.1: Estrutura quimica da amilorida.

Embora a amilorida seja utilizada clinicamente desde 1965, o primeiro
método suficientemente sensivel para estudar sua farmacocinética' foi
publicado somente oito anos depois, em 1973.2° A farmacocinética desse
farmaco é pouco documentada devido a falta de métodos analiticos sensiveis e
especificos para a sua determinacdo em fluidos biolégicos.***? A literatura
reporta alguns estudos de farmacocinética que utilizam cromatografia liquida
de alta eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) devido
sua sensibilidade.*? Segundo a literatura, a concentracdo méaxima de amilorida
no sangue € atingida 4 horas ap0s sua administracao oral, a taxa de absorcao
varia de 90 % a 95 % da dose ingerida e sua meia vida no organismo esta
entre 10 e 14 horas; sua margem terapéutica’ é baixa, variando entre 0,5 e 25
ug/L,**? e a dose diaria de amilorida varia entre 5 e 10 mg.*

Myung e colaboradores? desenvolveram um método para determinacéo
de amilorida e estudo de sua farmacocinética utilizando HPLC acoplado a
detector ultravioleta (UV). A Figura 2.2 apresenta um grafico da concentracéo

de amilorida em plasma humano em funcdo do tempo decorrido apdés a

' A farmacocinética estuda a atividade do farmaco no interior do organismo a partir dos
parametros de velocidade de absorcdo, distribuicdo e eliminacdo da droga e de seus
metabdlitos. Os conhecimentos de farmacocinética ajudam a adequar posologia, via de
administracdo e intervalo entre cada dose, visando melhorar o resultado terapéutico e, ao
mesmo tempo, reduzir a probabilidade de desenvolver efeitos tdxicos potenciais.
(http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/atm_racional/modulo3/farmaco
cinetica.htm, acessado em outubro de 2013).

" Intervalo (ou faixa) entre a dose eficaz minima e a dose maxima permitida. Corresponde a
uma faixa plasmética aceitavel na qual os resultados terapéuticos sao positivos.

Gabriela Gennari de Souza — PPGQ-UnB


http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/atm_racional/modulo3/farmacocinetica.htm
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/atm_racional/modulo3/farmacocinetica.htm

2. Revisao Bibliografica

ingestdo de uma dose de 10 mg de AML, onde pode-se constatar o intervalo
restrito/estreito de concentragédo em que a AML ocorre no plasma.

30 4

25 1

no plasma (ug/L)
N
o

Concentraciao média de amilorida

0 20 40 60 80

Tempo (horas)
Figura 2.2: Concentracdo meédia de amilorida no plasma em funcédo do tempo
decorrido apos a administracdo de uma dose de 10 mg de amilorida. Os

resultados apresentam a média + desvio padrao (n=8), (adaptado da referéncia
12).

Alguns estudos sobre a determinacdo de amilorida em plasma
sanguineo humano tém sido publicados. Devido a sua concentracdo no sangue
ser muito baixa a maioria utiliza técnicas cromatograficas de analise, como
HPLC. Entre esses estudos, observa-se a utilizacdo de diferentes detectores,

7,13

como espectrofotométricos por ultravioleta e sem arranjo de diodos,?

10,11,14

espectrofluorimétricos, e a espectrometria de massas (Mass

Spectrometer/Mass Spectrometer, MS/MS) com ionizagéo por eletrospray.'>*®
Entre outros métodos de andlise que ndo utilizam cromatografia pode-se
ressaltar a voltametria com eletrodo de mercdrio,’> determinacao
espectrofluorimétrica em fluxo,® empregando voltametria de pulso diferencial®’
e eletroforese capilar.*®

Segundo a farmacopeia brasileira®® o método indicado para
determinacdo quantitativa de comprimidos de amilorida em associacdo com
hidroclorotiazida utiliza HPLC com detector UV em 286 nm.

Assim como a amilorida, o triantereno (2,4,6-triamino-6-fenilpteridina),

7

representado na Figura 2.3, também é um diurético poupador de potassio e
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atua no organismo da mesma forma. E utilizado no tratamento de hipertenséo e
edemas, e por evitar a excrecdo de potdssio, 0 uso de triantereno sem
acompanhamento médico adequado pode causar hipercalemia® (excesso de

potassio no sangue).
NH-

N NS

PG P

HoNT N7 N7 NH,

Figura 2.3: Estrutura quimica do triantereno.

O triantereno é rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal,®
alguns autores sugerem que sua absorcao seja de aproximadamente 50 % e
gue o efeito diurético ocorra em 30 minutos, sendo que sua concentracao
maxima no sangue € atingida 6 horas apdés sua administracdo oral, que
costuma ser de 100 mg/dia podendo ser menor com o passar do tratamento.*
Outros autores sugerem que a absorcéao varie de 30 % a 70 %, atingindo sua
concentragcdo maxima no sangue entre 2 e 4 horas com meia vida no sangue
variando entre 1,5 e 2 horas.?

Hamidi e colaboradores?®® apresentaram um estudo sobre a
determinacado de triantereno em amostras de plasma, com o objetivo de avaliar

" de um medicamento genérico de triantereno em associacéo

a bioequivaléncia
com hidroclorotiazida, o método proposto utiliza HPLC em fase reversa e
deteccdo UV. A Figura 2.4 apresenta um grafico da concentracdo média de
triantereno no plasma em funcdo do tempo decorrido apdés a administracdo de
uma dose de 50 mg de TRI, para 0o medicamento em teste e para o

medicamento referéncia.

" “Consiste na demonstragao de equivaléncia farmacéutica entre produtos apresentados sob a
mesma forma farmacéutica, contendo idéntica composi¢do qualitativa e quantitativa de
principio (s) ativo (s), e que tenham comparavel biodisponibilidade®, quando estudados sob um
mesmo desenho experimental”, definicdo dada pela Lei n°® 9.787 de 1999.

% “Indica a velocidade e a extensdo de absorcdo de um principio ativo em uma forma de
dosagem, a partir de sua curva concentracdo/tempo na circulagao sistémica ou sua excrec¢ao
na urina”, definicdo dada pela Lei n°® 9.787 de 1999.
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Figura 2.4: Concentracdo média de triantereno em plasma sanguineo em
funcdo do tempo decorrido apds administracédo de uma Unica dose de 50 mg de
triantereno do medicamento em teste e do medicamento referéncia. Os
resultados apresentam a média + desvio padrdo (n=14), (adaptado da
referéncia 20).

Na literatura quimica, bioquimica e farmacéutica pode-se encontrar
diversos trabalhos sobre a determinacéo de triantereno, entretanto a maioria
trata da determinacdo desse farmaco em medicamentos ou em amostras de
urina. Sao poucas as publicacbes encontradas sobre a determinacdo de
triantereno em plasma sanguineo. Entre essas pode-se observar a utilizacdo
de diversas técnicas como espectroscopia UV,* HPLC com detector UV® e

212223 o determinacdo espectrofluorimétrica em

detector de fluorescéncia,
fluxo.?*% A farmacopeia brasileira’® ndo estabelece nenhum método referéncia

para determinacéo de triantereno.

2.2 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

A fluorescéncia € um processo fotoluminescente no qual as moléculas
absorvem energia na forma de radiacdo eletromagnética, ao relaxarem para o
estado fundamental elas liberam o excesso de energia absorvido na forma de
fétons.?®

Entre as principais vantagens da fluorescéncia molecular estdo a sua

sensibilidade, que chega a ser até trés ordens de magnitude maior que as
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encontradas na espectroscopia de absorcdo, e sua ampla faixa linear de
concentracdo, que também é significativamente maior que nos métodos de
absorcdo. Mesmo com essas vantagens desejaveis em andlises quimicas e
biolégicas os métodos de fluorescéncia sdo menos empregados que os de
absorcdo em razdo do namero limitado de sistemas fluorescentes. Além disso,
a fluorescéncia esta muito mais sujeita as condicdes experimentais que 0s
métodos de absorc¢do, por isso sdo frequentemente combinados com técnicas

de separacéo, como eletroforese e cromatografia.?’

2.2.1 Teoria da fluorescéncia molecular

Para medir a fluorescéncia de uma amostra de interesse, esta é excitada
em determinado comprimento de onda, chamado de comprimento de onda de
excitacdo ou de absorcdo. A molécula fluorescente presente na amostra
absorve a radiacao, ficando em um estado excitado singleto (estado eletronico
de maior energia), e ao voltar para seu estado fundamental singleto emite
radiacdo eletromagnética em um comprimento de onda mais alto, denominado
comprimento de onda de emissédo. O processo de emissao de curta duracéo €
chamado de fluorescéncia, enquanto o de longa duracdo € chamado de
fosforescéncia, sendo o segundo menos utilizado em analises quimicas que o
primeiro.?

A Figura 2.5 apresenta um diagrama parcial de niveis de energia para
um sistema fotoluminescente, chamado de diagrama de Jablonski. O diagrama
mostra 0s processos fisico-quimicos que podem ocorrer apds uma molécula
absorver um féton com energia entre os comprimentos de onda do ultravioleta
e visivel. Sy é o estado eletrdnico fundamental, S;, e T; sdo os estados
excitados singleto” e tripleto”' de menor energia, respectivamente. S, é um
segundo estado excitado singleto. As setas retas representam 0S processos
envolvendo fétons, e as setas onduladas as transicées ndo-radiativas (que nao

emitem radiac&o).?"?®

" Estado de menor energia, onde os spins eletrénicos estdo emparelhados.

v Estado eletrénico excitado onde n&o ocorre mudanca na orientacdo do spin do elétron
excitado.

V! Estado eletrdnico excitado onde ocorre mudanca na orientacdo do spin do elétron excitado.
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Figura 2.5: Diagrama de Jablonski (adaptado da referéncia 27).

Como mostrado na Figura 2.5, a combinacdo de diversas etapas
mecanisticas pode levar uma molécula excitada de volta ao seu estado
fundamental, a trajetdria favorecida sera a que a apresentar menor tempo de
vida do estado excitado. Assim, a desativacdo por fluorescéncia s6 ocorrera se
tiver uma constante de velocidade mais favoravel que a dos processos néo-

radiativos.

2.2.2 Variaveis que afetam a fluorescéncia

Todas as moléculas absorventes apresentam potencial para
fluorescéncia,”® desde que as etapas de relaxacdes ndo-radiativas sejam
menos favorecidas em relacdo aos processos envolvendo fétons. Entretanto,
para a maioria das moléculas a perda da energia absorvida é favorecida por
processos nao-radiativos. Como o0s estados excitados sao susceptiveis a
desativacdes, os métodos luminescentes quantitativos estdo sujeitos a varios
efeitos que afetam a fluorescéncia, como a estrutura da molécula, a rigidez
estrutural, a temperatura, e o solvente, o efeito de supressao, entre outros.?’

Compostos que contém anéis aromaticos com transicdes de baixa

energia apresentam emissdo de fluorescéncia mais intensa. Compostos
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contendo duplas ligacBes altamente conjugadas ou estruturas alifaticas e
carbonilas aliciclicas também podem apresentar fluorescéncia, mas em menor
ndmero que em sistemas aromaticos.?’

Moléculas mais rigidas apresentam maior fluorescéncia que moléculas
com menor rigidez.?® O aumento da rigidez diminui a velocidade das relaxacdes
nao-radiativas, de modo que as relaxacdes por emissdo de fluorescéncia
tenham tempo de ocorrer, ja a falta de rigidez em uma molécula provavelmente
aumenta a velocidade de conversdo interna (relaxacdo nao radiativa). Um
exemplo classico do efeito da rigidez estrutural na fluorescéncia de um

VI

composto é expresso pela diferenca da eficiéncia quantica”™ do fluoreno e da

bifenila, representados na Figura 2.6.

Fluoreno Bifenila
®=1 ®=0,2

Figura 2.6: Efeito da rigidez molecular sobre o rendimento quantico (&).?

Um aumento da temperatura aumenta a frequéncia de colisées em uma
molécula e consequentemente eleva a probabilidade de desativacdo por
conversdo interna, o que diminui a eficiéncia quéantica de fluorescéncia. Um
decréscimo da viscosidade do solvente também aumenta a mobilidade das
moléculas e por isso leva ao mesmo efeito.”

O termo supressdo geralmente refere-se a energia nao-radiativa
transferida das espécies excitadas para outras moléculas. Para ocorrer o efeito
de supressdo o agente supressor deve estar em contato com a espécie
excitada e em concentracdo suficientemente alta para que haja uma alta
probabilidade de sua colisdo com a espécie excitada durante o tempo de vida
do estado excitado. A presenca de oxigénio dissolvido geralmente reduz a

intensidade de fluorescéncia de uma solucg&o.?’

' A eficiéncia quantica é descrita pelo rendimento quantico de fluorescéncia (@), que é a razéo

entre o numero de moléculas que fluorescem e o nimero total de moléculas excitadas.
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Diversos farmacos apresentam fluorescéncia natural, além disso, alguns
também reagem quimicamente formando produtos fluorescentes. Por ser uma
técnica sensivel e adequada para determinagBes quantitativas, diversos
trabalhos envolvendo a determinacao de farmacos por fotoluminescéncia tém
sido publicados. Sotomayor e colaboradores® apresentam uma revisdo sobre
trabalhos que envolvem a determinacdo de farmacos baseados em fendmenos

fotoluminescentes e quimioluminescentes.

2.3 Métodos univariado e multivariados

Os dados obtidos em analises quimicas geralmente sédo divididos em
dados de ordem zero, primeira, segunda, terceira ordem ou ordem superior a
trés, sendo os dois Ultimos os menos encontrados na literatura.?® A
classificacdo dos dados depende da instrumentacdo analitica utilizada na sua
obtencao, e a calibracdo depende do tipo de dado obtido ou utilizado. Dados
univariados, ou de ordem zero, requerem calibracdo univariada; a calibracdo de
primeira ordem € usada para dados de primeira ordem e assim por diante.

Os dados de ordem zero sdo aqueles em que a resposta, ou sinal
analitico, é dado por apenas um numero ou escalar. Como exemplo podemos
citar os dados obtidos por medidas de pH, fotométricas, ponteciométricas e
espectrométricas onde um unico ponto é monitorado. Pela simplicidade, em
relacdo as outras, a calibracdo univariada € a mais utilizada em analises de
rotina, no entanto nao é suficiente quando hé intereferentes capazes de impedir
a determinacao da propriedade de interesse.*

Os dados de primeira ordem sdo constituidos por um vetor, que
considerando diversas amostras sdo organizados em uma matriz de dados,
portanto, esses dados sdo ditos bilineares. Como exemplo, podemos citar
dados espectrais de emissdo/excitacdo obtidos por diversos equipamentos
como espectrometros UV-visivel, infravermelho, infravermelho proximo (Near-
Infrared, NIR) e emissdo de fluorescéncia em espectrofluorimetros. Esses
métodos possibilitam determinacbes mesmo na presenca de interferentes,
desde que esses estejam presentes também nas amostras de calibracdo. Entre
os modelos de calibragao multivariada utilizados para dados de primeira ordem

tém-se a Regressao por Quadrados Minimos Parciais (Partial Least Squares,
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PLS), Regressdo Linear Mudltipla (Multiple Linear Regression, MLR) e a
Regressédo por Componentes Principais (Principal Componentes Regression,
PCR).*! Uma desvantagem da calibracéo de primeira ordem, em alguns casos,
€ a necessidade de um conjunto muito grande de amostras de calibragdo para
o desenvolvimento do modelo.

Os dados de segunda ordem sdo constituidos por uma matriz, que séo
organizadas em um cubo de dados (no caso de duas ou mais matrizes
arranjadas conjuntamente) e sdo chamados de dados trilineares. Podem ser
gerados por diversas técnicas, como excitacdo e emissao de fluorescéncia
molecular (Excitation Emission Fluorescence, EEF), andlise por injecdo em
fluxo (Flow Injection Analysis, FIA) e injecdo sequencial (Sequential Injection
Analysis, SIA) em sistemas onde a evolucédo da reacdo é acompanhada em
diferentes comprimentos de onda e em estudos de cinética reacional. E varias
técnicas cromatograficas como HPLC com deteccdo por arranjo de diodos
(Diode Array Detection, DAD), DAD-MS, MS, cromatografia gasosa (Gas
Chromatography, GC) com detector por espectrometria de massas.** Entre os
algoritmos de calibracéo utilizados para dados de segunda ordem pode-se citar
a Andlises de Fatores Paralelos (Parallel Factor Analysis, PARAFAC),
Quadrados Minimos Bilineares (Bilinear Least Squares, BLLS) com
Bilinearizacdo Residual (Residual Bilinearization, RBL), Resolucdo de Curvas
Multivariadas - Quadrados Minimos Alternantes (Multivariate Curve Resolution
— Alternating Least Square, MCR-ALS), Quadrados Minimos Parciais
Desdobrados (Unfolded Partial Least Squares, UPLS) com RBL, entre outros.*
Esses métodos apresentam duas grandes vantagens em relacdo aos
anteriores, a chamada “vantagem de segunda ordem”, que é a capacidade do
modelo em determinar a espécie de interesse na presenca de interferentes,
mesmo que esses nao estejam incluidos no conjunto de amostras de
calibracdo® e a necessidade de um ntimero sensivelmente menor de amostras
de calibracdo que os modelos de primeira ordem e aproximadamente igual ao
ntmero de amostras de calibracdo usada em modelos univariados.*

Para facilitar a compreensdo, a Figura 2.7 mostra uma representacao
esquematica dos trés tipos de dados abordados, a imagem se refere a um

sistema que adquire espectros de emisséo e excitagao.
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Figura 2.7: Representacdo esquematica dos trés tipos de dados apresentados.
(a) dado de ordem zero — representado por um escalar, (b) dado de primeira
ordem — representado por um vetor, (c) dado de segunda ordem -
representado por uma matriz.

Nos dultimos anos as publicacbes que envolvem a utilizagcdo de
calibracdo multivariada tém sido crescentes. Um dos fatores que possibilitou o
crescente uso desse tipo de calibracédo foi a melhora das tecnologias, inclusive
computacionais, possibilitando que os algoritmos sejam executados
rapidamente em computadores pessoais. Sena e colaboradores® também
chamaram a atencéo para a colaboracdo de Bro na difusdo dos métodos de
segunda ordem; sua tese de doutorado® gerou diversos artigos cientificos
didaticos e claros quanto aos modelos e algoritmos utilizados, além disso,
apresentou varias aplicacdes dos mesmos. Outra grande contribuicéo foi o fato
do autor disponibilizar gratuitamente os algoritmos utilizados na forma de
pacotes (toolboxes)*® elaborados em ambiente Matlab® (Mathworks).

Diversas aplicacbes desses modelos nas areas farmacéuticas e
biomédicas podem ser encontradas na literatura, sendo que um bom panorama
dessas aplicacbes pode ser percebido no trabalho de revisdo de Escandar e

colaboradores.*

2.3.1 Regresséo univariada e adicédo de padréao

A calibracdo univariada é usada para dados de ordem zero, esse tipo de

calibracdo é usado em andlises onde se dispde de um sinal seletivo, em que o
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sinal instrumental refere-se exclusivamente ao analito de interesse. Geralmente
etapas prévias de extracdo ou pré-concentracdo do analito sdo requeridas para
eliminar possiveis interferentes. O caso mais comum de calibragcdo univariada
pode ser descrito pela Equacao (1), onde ha uma relacédo linear entre o nivel de
analito (x)) e o sinal instrumental (y;); b representa o intersepto (valor de vy;
gquando x; for zero), m a inclinacdo da reta e, ef 0 erro associado a

regressao.?®3’

Yi = m*x+ b + e (1)

A adicdo de padrao é uma estratégia utilizada para analises complexas,
nas quais os efeitos de matriz sdo significativos. Efeitos de matriz ocorrem
guando algum componente presente na amostra afeta o sinal do analito de
interesse.

O método da adicado de padréao requer duas condicbes para 0 sucCesso
da calibragéo:*®

- Que a resposta instrumental responda linearmente ao aumento da

concentracgao;

- Que a resposta instrumental seja zero quando a concentracdo do

analito for igual a zero.

A forma mais simples de adicdo de padrdo € através da fortificacdo da
amostra, onde aliquotas do padrdo, em concentracdes crescentes, sao
adicionadas a aliquotas da amostra, as medidas instrumentais sédo realizadas
na amostra original e nas amostras fortificadas.?” A partir dos dados obtidos é
tracado um grafico da concentracdo de padréo adicionado em funcédo do sinal
instrumental, considera-se que a amostra original tenha concentracdo de
analito adicionada igual a zero. Para quantificacdo do analito na amostra
original, a reta obtida é extrapolada até tocar o eixo x (quando y € igual a zero),
0 gque matematicamente significa igualar y a zero na equacao da reta obtida e
calcular o valor de x.

Na maioria das versées do método de adicdo de padrdo, a matriz da
amostra permanece praticamente inalterada®’. Bader*® descreveu nove casos
diferentes para aplicacdo da adicdo de padrdo. Aqui sera destacado o calculo

para concentracdo inicial da amostra no caso em que a adi¢do de padrdo é
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realizada em volume final varidvel; o que é especialmente usado quando se
tem um volume pequeno de amostra. Segundo o autor, a resposta instrumental
analitica (Rn) € dada pela Equacéo (2), onde Vx é o volume inicial da amostra,
Vs 0 volume de cada adi¢cdo de padrdao, N o numero de adi¢cdes de padrao, k
uma constante de proporcionalidade, Cy a concentracéo inicial da amostra e Cs

a concentracao da solugéo padréao.

Rn=k V,Cyx  + _NVCs (2)
Vy + NVs Vy + NV
ou,
(Vx + NVs)Rp = KV4Cyx + NkVsCs (3)

Plotando um gréfico de (Vx + NVs)R, em funcdo de N, como o
representado na Figura 2.8, é obtida uma reta com coeficiente linear a=kV,Cy
e coeficiente angular f=kVsCs. Reescrevendo k em funcéo de B (k = B/(VsCs)) €
substituido k em a (a = kVCy), temos a Equacao 4, a partir da qual € possivel

calcular a concentracao inicial do analito na amostra.

Cx=_aVsCs (4)
BVx

14

T

12

10~

(VX +N*Vs)*R
(o]
1

N (Nimero de adigdes)

Figura 2.8: Grafico de uma adicdo de padrdo para o caso especial em que o
volume final é variavel.
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2.3.2 Analise de Fatores Paralelos (PARAFAC)

Como ja abordado, os modelos utilizados para dados de segunda ordem
devem ser organizados em forma de um cubo de dimenséao (I, J, K) ou uma
matriz, onde | é o numero de amostras, J 0 nUmero de variaveis da primeira e K
0 numero de variaveis da segunda dimensao.

O modelo PARAFAC realiza a decomposicdo do cubo X (I, J, K)'" em
trés matrizes de pesos, sao elas A (I, F), B (J, F) e C (K, F), onde as matrizes
de pesos A, B e C sédo os perfis de cada componente em cada dimensédo e F é
o nimero de componentes, ou fatores, do modelo.*® Essa decomposicdo pode
ser matematicamente representada pela Equacao (5) e esquematicamente pela
Figura 2.9.%

F (5)
XI,],K = Z AI,FB],FCK,F +enk
i

l

|| ]
_lﬂl -,
€

3 —

H +
Mm

. g

im +
[+1]
M

o

-, 'I'I__|

+

Im

Figura 2.9: Representacdo da decomposicdo do cubo X de amostras em F
triades de vetores pesos realizada pelo modelo PARAFAC.

Para dados de fluorescéncia, na Equacéo (5), podemos dizer que X x

representa a intensidade de fluorescéncia medida para a i-ésima amostra nos

"' De acordo com a simbologia utilizada em algebra linear, letras maitisculas em negrito e

sublinhadas representam cubos de dados, letras mailsculas em negito representam matrizes,
letras minUsculas em negrito representam vetores e por fim, letras mindsculas ou maidsculas
normais representam escalares.
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comprimentos de onde de excitagéo (J) e de emisséo (K), A, € a intensidade
relativa do f-ésimo fluoréforo no comprimento de onda de excitagéo (J), Cxr € 0
coeficiente de emisséo relativa do f-ésimo fluoréforo no comprimento de onda
de emisso (K), e e, x representa os residuos.*

O modelo PARAFAC ¢é definido por propriedades especificas
(especificagbes do modelo), como a base estrutural dos dados, o numero de
fatores (ou componentes), o algoritmo de inicializacdo do modelo e as
restricdes impostas, a forma como os perfis de cada espécie sao identificados
e o0 modelo de regressao construido para quantificar o analito de interesse.

A base estrutural dos dados requer que 0s mesmos sejam trilineares.
Satisfeita essa condicdo o PARAFAC apresenta uma propriedade de grande
importancia — denominada, em inglés, por uniquess — 0 que garante ao
PARAFAC uma solucdo unica, em outras palavras, podemos dizer que o
modelo estimado n&o podera sofrer rotacdes sem perdas de ajuste.?**° Na
analise de dados espectrofluorimétricos € importante que a resposta espectral
dos espalhamentos Rayleigh e Raman ndo estejam presentes no conjunto de
dados a ser analisado, porque esses espalhamentos néo sao trilineares.

N&o ha uma forma absoluta para escolher o numero de fatores a ser
usado no modelo, essa escolha pode ser feita a partir do conhecimento do
namero de espécies presentes na amostra, baseada na variancia explicada
pelo modelo, por método de validacdo cruzada ou pelo parametro de
Consisténcia Trilinear (Core Consistency Diagnostic, CORCONDIA).***° valor
de CORCONDIA superior a 90 % indica boa estimativa do modelo PARAFAC,
em torno de 50 % indica deficiéncia de trilinearidade e valores préximo de zero
ou negativos indicam inconsisténcia trilinear. O parametro CORCONDIA indica
sobre-ajuste, mas nao sub-ajuste, um modelo PARAFAC estimado com menos
numeros de componentes que o real tera CORCONDIA préximo de 100 %, por
isso um modelo PARAFAC é construido com um numero crescente de
componentes, sendo este parametro determinado em cada modelo, quando o
valor de CORCONDIA cai de préximo a 100 % (para F componentes) para
préximo a 50 % (quando se tem F + 1 componentes), escolhe-se o niumero de

componentes como igual a F.?**°
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O algoritmo de otimizacdo mais usado para resolugdo do PARAFAC é o
dos Quadrados Minimos Alternantes (Alternating Least Square, ALS), o qual a
partir de uma estimativa inicial dos perfis de duas dimensdes estima-se o perfil
da terceira dimenséo. A partir desse novo perfil estimado o algoritmo segue
iterativamente até atingir um critério de convergéncia definido, que pode ser um
namero determinado de iteracdes ou até que a falta de ajuste entre duas
iteracdes consecutivas atinja um minimo estabelecido (normalmente valores
em torno de 10°). Para facilitar a compreensdo do algoritmo podemos
descrever os seguintes passos: 2>

(1) Decida o numero de fatores, F;

(2) Inicie B e C;

(3) Estime A por um ajuste de minimos quadrados a partir de X, B e C.

(4) Estime B de maneira analoga;

(5) Estime C de maneira analoga,;

(6) Retorne ao passo (2) até que a convergéncia do modelo.

A estimativa inicial necessaria para o ALS, estimativas de B e C, podem
ser obtidas usando-se valores aleatérios, estimativas obtidas a partir de uma
decomposicdo de dados conhecidos ou a partir de dois métodos descritos na
literatura, a Decomposicdo em Valores Singulares (Sigular Value
Decomposition, SVD) e a Decomposicdo Trilinear Direta (Direct Trilinear
Decomposition, DTLD).*°

Algumas restricdbes podem ser impostas para melhorar as solucbes do
algoritmo ALS. As restricbes mais comuns sdo ortogonalidade; a
unimodalidade, o que requer perfis com apenas um maximo; e a hao-
negatividade, que nao permite que os perfis obtidos assumam valores
negativos. Essa ultima restricdo é especialmente usada na resolucédo de dados
espectrais, visto que espectros negativos ndo possuem significado fisico. E
importante ressaltar que modelos com restricbes apresentam falta de ajuste
ligeiramente superior em relacdo a modelos sem restricbes, mas a mesma €
compensada pela obtencdo de modelos mais realistas e mais faceis de
interpretar. 23040
Apos a obtencdo de A, B e C, o perfil do componente de interesse pode

ser identificado a partir da comparacdo dos perfis obtidos com espectros
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conhecidos obtidos em padrbes ou relatados na literatura. Caso essa
identificagcdo ndo seja possivel, uma estratégia a ser usada € plotar os pesos
da coluna A em funcdo de concentracdes conhecidas e crescentes da espécie
de interesse, o grafico do componente que representa a espécie de interesse
deveré apresentar o perfil crescente das concentracées.*

Para a utilizacdo do PARAFAC as amostras de concentragdes
conhecidas (conjunto de calibracdo) e desconhecidas, presentes ou ndao no
conjunto de calibracéo, sdo decompostas simultaneamente. Os pesos obtidos
para a espécie de interesse sao entdo plotados em funcdo de concentracdes
conhecidas do conjunto de calibracao através de uma regressao linear, a partir
da qual é possivel determinar a concentracdo da espécie de interesse na

amostra.?®

2.3.3 Quadrados Minimos Parciais Desdobrados (UPLS)

O modelo de Quadrados Minimos Parciais (Partial Least Squares, PLS)
€ 0 modelo de primeira ordem mais utilizado e descrito na literatura. A primeira
tentativa de extensdo desse modelo para utilizacdo com dados de segunda
ordem foi proposta em 1987 por Wold e colaboradores,** os autores propde
gue as matrizes de dados sejam vetorizadas como mostrado na Figura 2.10, e

0 modelo PLS seja usado.

JK

> .

-

Figura 2.10: Representacdo do rearranjo do cubo de dados para analise por
UPLS. Um cubo X(I,J,K) é colocado na forma de uma matriz X(I,JK) pela
vetorizacdo da matriz de cada uma das amostras |, (adaptado da referéncia
30).

A extensdo proposta por Wold e colaboradores* apresentava uma
desvantagem em relacdo aos outros modelos de segunda ordem, a extensao
proposta ndo possuia a vantagem de segunda ordem, capacidade de modelar

interferentes ausentes nas amostras de calibragdo. Em 1990 Ohman e
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colaboradores***® desenvolveram o processo de RBL e uma proposta de
algoritmo para sua implementacdo no modelo UPLS, o que agregou ao modelo
a vantagem de segunda ordem. Os trabalhos mais recentes empregam RBL no
modelo UPLS, e é possivel confirmar que a vantagem de segunda ordem foi
agregada satisfatoriamente ao modelo.

O modelo de Minimos Quadrados Parciais Desdobrados (Unfolded
Partial Least Square, UPLS) consiste no modelo PLS aplicado a dados de
segunda ordem, onde as matrizes de calibracdo I s&o vetorizadas dando
origem a uma matriz X(I,JK) e as concentracbes de referéncia sado dispostas
em um vetor y. Aplica-se a X e y uma decomposicdo por Analise de
Componentes Principais (Principal Component Analysis, PCA), conforme

especificado na Equacéao (6) e na Equacéo (7), respectivamente.

X=TPT +E =3 t;,pf + E (6)
y=Tq" + f = Y Tiqf +f (7)

onde as matrizes E e f contém a informacdo de X e y, respectivamente, que
nao é explicada pelo modelo; T € a matriz de escores, P e g as matriz de pesos
e F o numero de variaveis latentes utilizados no modelo.

Uma vez construido o modelo, a estimativa da propriedade de interesse

“n

(y) em uma amostra desconhecida “i” é obtida pela multiplicagdo de uma matriz

de dados instrumentais (Xyn) por um vetor de regressao (bypLs) apropriado:

Yun = tuan = XunbupLs = XunW(PTW)_qu (8)

onde W é uma segunda matriz de pesos obtida durante o algoritmo PLS.*°

Por ser um modelo amplamente difundido e utilizado na literatura, as
especificidades do modelo PLS néo serdo abordadas aqui. Detalhes sobre o
processo de RBL podem ser obtidos nos artigps de Ohman e

42,43

colaboradores,***® e Olivieri.**
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes, padrdoes e amostras

3.1.1 Reagentes e soluc¢des padréo

Os solventes utilizados para o preparo das solugdes estoque e para a
etapa de clean-up foram metanol e acetonitrila, respectivamente, ambos com
grau de pureza HPLC e da fabricante Honeywell. Os padrbes de cloridrato de
amilorida (98% m/m) e triantereno (99% m/m) usados foram da fabricante
Sigma-Aldrich.

As solucdes padrdao dos dois analitos foram preparadas em agua
ultrapura, obtidas a partir de purificador Milli-Q (Millipore), apds sucessivas
diluicdes das solucdes estoque de AML (100 mg/L) e de TRI (100 mg/L) — que
foram preparadas pela dissolucdo dos analitos em metanol, apds
permanecerem 15 minutos em banho ultrassénico para completa diluicdo.
Todas as solucdes foram estocadas em frascos ambar, cobertos com papel

aluminio, e mantidas a 4°C.

3.1.2 Amostras de plasma sanguineo

As amostras de plasma sanguineo foram fornecidas pela Fundacéo
Hemocentro de Brasilia (FHB-DF) apo0s aprovacédo do projeto pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da Satde
da UnB (CEP-FS) - anexo A - e autorizacdo da Coordenacédo Geral de Sangue
e Hemoderivados do Ministério da Saude (CGSH-MS), solicitada pela FHB-DF-.

A Tabela 3.1 apresenta o perfil dos doadores das amostras de plasma
utilizadas. E importante ressaltar que todos os doadores eram saudaveis e que
nenhum deles fazia uso de qualquer medicamento contendo amilorida ou
triantereno.

As amostras de plasma foram retiradas do Hemocentro congeladas e

assim mantidas no laboratério durante toda a pesquisa.
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Tabela 3.1: Perfil das amostras de plasma sanguineo utilizadas na pesquisa.

Amostra Tipo Sanguineo Sexo Idade (anos)

FO1 O+ Feminino 32
FO02 A+ Feminino 27
FO3 O+ Feminino 36
FO4 O- Feminino 39
FO5 A+ Feminino 29
FO6 A+ Feminino 29
FO7 A+ Feminino 25
FO08 A+ Feminino 35
FO09 A+ Feminino 27
F10 O+ Feminino 23
MO04 B+ Masculino 35
MO5 O+ Masculino 32
MO6 O+ Masculino 38
MO7 A- Masculino 34
MO8 A+ Masculino 38
M09 O+ Masculino 39
M10 0- Masculino 26
M11 B+ Masculino 29
M12 A+ Masculino 31
M13 O+ Masculino 22
M14 A+ Masculino 27

Média  (31,1£5,3)

3.2 Instrumentacéo

As analises foram realizadas em espectrofluorimetro Cary Eclipse, da
marca Varian (Figura 3.1), equipado com acessoério para leitura de amostras
liquidas, sem uso de filtros, utilizando cubeta de quartzo de 3,5 mL e caminho
optico de 1,0 cm. Os dados foram adquiridos e exportados utilizando o
programa Cary Eclipse Scan Application versdo 1.1(132), onde os espectros
foram monitorados entre os comprimentos de onde de 220 a 400 nm (com
intervalos de 10 nm) e 340 a 520 nm (com intervalos de 2 nm), para excitacédo
e emissdo, respectivamente; as fendas de excitacdo e emissdo foram
ajustadas em 5 nm e a velocidade de varredura em 1200 nm/min. Os dados
foram importados e analisados no programa MATLAB® versdo 7.12 (R2011a).

Os célculos para o desenvolvimento dos modelos PARAFAC foram realizados
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utilizando-se N — way toolbox versdo 3.1 para MATLAB®.* Para o
desenvolvimento dos modelos UPLS foram utilizados programas desenvolvidos
em MATLAB® por Braga.*

Figura 3.1: Espectrofluorimetro Varian Cary Eclipse. Fotografia de arquivo da
autora.

Banho de ultrassom da marca Unique, modelo 1400A, e centrifuga
GEMMY, da série PLC (rotacdo maxima de 4000 rpm), foram utilizados na
etapa de preparo das solucbes estoque e no processo de clean-up,
respectivamente.

Purificador de agua Milli-Q (Millipore), e sistema purificador de agua
osmose reversa OS 10 LX da marca Gahaka, foram utilizados para purificar a
agua utilizada no preparo das solucdes padrdo e no procedimento de limpeza

das vidrarias, respectivamente.

3.3 Procedimento experimental

3.3.1 Limpeza das vidrarias

Visando garantir a qualidade analitica dos resultados obtidos e diminuir
0S possiveis erros causados por contaminacdes indesejadas, as vidrarias
utilizadas foram lavadas, antes e ap6s o0 uso, com agua e sabdo e enxaguadas
com agua purificada por, no minimo, trés vezes. As vidrarias ndo volumétricas,

e resistentes a temperaturas mais elevadas, foram levadas ao forno mufla a
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350 °C por 4 horas, as demais vidrarias, bem como os materiais plasticos,
foram deixados de molho por 24 horas em solucdo de hipoclorito de sodio /
agua purificada 10% (v/v) e em seguidas enxaguadas exaustivamente com

agua purificada.

3.3.2 Preparo das solucdes padrdo e das amostras fortificadas

As bolsas de plasma foram mantidas a 4 °C por 24 horas para
descongelar. ApOs esse periodo, foram mantidas por alguns minutos sobre a
bancada até atingirem a temperatura ambiente.

ApoOs atingirem temperatura ambiente, volumes adequados dos padrdes
de AML e TRI, descritos na Tabela 3.2 e na Tabela 3.3, respectivamente, foram
transferidos para baldes volumétricos de 5,0 mL, completando-se o volume
com plasma sanguineo; logo que a aliquota necessaria era retirada a bolsa
voltava a ser congelada.

Solugcbes aquosas padrao de amilorida 0,25 mg/L e 2,5 mg/L, e de
triantereno 0,5 mg/L e 2,5 mg/L - preparadas em agua ultrapura apos
sucessivas diluicdes das solucbes estoque de AML (100 mg/L) e TRI (100
mg/L) - foram usadas para fortificar as amostras de plasma nos distintos niveis

de concentracdo, como mostrado na Tabela 3.2 e na Tabela 3.3.

Tabela 3.2: Concentracdo dos padrées de AML usados para cada nivel de
concentracdo das amostras fortificadas.

[AML] padrdo [AML] no plasma dopado (ug/L)

0,25 mg/L 25,00
2,50 mg/L 50,00
2,50 mg/L 75,00
2,50 mg/L 100,00
2,50 mg/L 125,00
2,50 mg/L 150,00
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Tabela 3.3: Concentracdo dos padrbes de TRI usados para cada nivel de
concentragédo das amostras fortificadas.

[TRI] padréo [TRI] no plasma dopado (pg/L)

0,50 mg/L 10,00
0,50 mg/L 30,00
2,50 mg/L 50,00
2,50 mg/L 70,00
2,50 mg/L 90,00

E importante ressaltar que tanto a fortificacdo das amostras quanto a
determinacdo dos analitos foram feitas de forma independente; usaram-se
diferentes aliquotas de cada amostra para realizar a fortificacdo com cada

analito de interesse.

3.3.2.1 Planejamento para uso das amostras de plasma

O planejamento de qual bolsa seria utilizada para cada concentracéo de
amilorida e triantereno seguiu um padrao inicialmente aleatorio, apresentado na
Tabela 3.4. Optou-se por coincidir que os brancos das amostras, concentracao
igual a 0,00 pg/L para um analito, correspondessem as amostras que foram
analisadas em replicatas no outro analito, afim de se ter um branco das bolsas

de plasma usadas em replicatas.
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Tabela 3.4: Planejamento do uso das amostras para cada nivel de
concentracdo dos analitos e respectivo numero de replicatas.

Amostra [AML] (ug/L)* N°de replicatas [TRI] (ug/L)® N°de replicatas

FO1 50 1 90 1
FO2 0 1 30 3
FO3 150 1 50 1
FO4 100 3 10 3
FO5 25 6 0 3
FO6 125 3 0 1
FO7 25 1 70 1
FO8 75 1 90 1
FO09 100 1 -P --
F10 0 1 70 3
MO04 125 1 30 1
MO5 50 1 70 1
MO06 25 1 50 1
MO7 50 3 0 1
M08 75 1 --b --
M09 100 1 10 1
M10 150 1 30 1
M11 125 1 10 1
M12 150 3 0 1
M13 0 3 50 6
M14 0 1 90 3

# Concentracado do analito na amostra de plasma fortificada.

® Amostra de plasma nao utilizada para esse analito.

Como ja apresentado anteriormente, os niveis de concentracdo para TRI
variaram de 10 a 90 pg/L, uma amostra em cada nivel de concentracdo foi
analisada em triplicata para cada analito, sendo que o nivel de concentracéo
intermediéario (50 pg/L para o TRI) foi analisado em sextuplicatas. Para a AML,
cujos niveis variaram de 25 a 150 ug/L, o planejamento inicial previa analisar
concentragfes de 5 a 100 ug/L, o que faria do nivel de concentracédo 25 ug/L o
nivel intermediario - e por esse motivo ser analisado em sextuplicata. Contudo
em funcao do limite de deteccdo do farmaco, foi necessario substituir os dois
niveis de concentracdo mais baixos por dois niveis mais altos, de forma que

para a amilorida o nivel de 25 ug/L foi analisado em sextuplicata.
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3.3.3 Procedimento de clean-up

O plasma sanguineo apresenta intensidade de fluorescéncia elevada na
regido espectral escolhida para a determinagédo dos analitos. Por esse motivo,
foi empregada uma etapa de clean-up, que consistiu em uma precipitacdao de
parte dos interferentes do plasma pela adicdo de acetonitrila, anteriormente as
medidas espectrofluorimétricas e adicbes de padrdo, visando diminuir a
intensidade de fluorescéncia da matriz bioldgica.

O procedimento empregado nessa etapa de clean-up foi definido a partir
do teste de diversas condicbes experimentais, variando a quantidade de
solvente organico em relacdo ao plasma. Segundo Nascimento® e
colaboradores acetonitrila precipita proteinas plasmaticas. A condicao
experimental que apresentou melhor resultado foi a adicdo de 9,0 mL de
acetonitrila a 1,0 mL de amostra de plasma, em um tubo de centrifuga; em
seguida, o tubo era agitado por cerca de 10 segundos manualmente e levado a
centrifuga por 5 minutos a uma rotacao de 2400 rpm.

ApOs esse procedimento parte dos interferentes do plasma sanguineo foi
precipitado, como pode ser obervado na Figura 3.2. Em seguida, 2,8 mL da
solucdo sobrenadante obtida, apresentada na Figura 3.2C, foi retirada do tubo

com uma micropipeta e inserida na cubeta para analise no espectrofluorimetro.

Figura 3.2: Amostra de plasma sanguineo fortificada, sem acetonitrila (A), com
acetonitrila antes da centrifugacéo (B), com acetonitrila depois da centrifugacao
(C). Fotografias de arquivo da autora.
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A Figura 3.3, apresenta as etapas do procedimento de clean-up descrito.

Figura 3.3: Etapas do procedimento de clean-up. Transferéncia do plasma
fortificado para tubo de centrifuga (A), adicdo de acetonitrila ao tubo (B),
agitacdo (C), centrifugacdo (D), retirada da solucdo incolor obitida (E).
Fotografias de arquivo da autora.

E importante destacar que em funcéo da diluicdo ocorrida nesta etapa,
0s resultados apresentados na secdo 4 encontram-se em uma razdo de
diluicdo de 1:10.

3.3.4 Adicéo de padrao

Para desenvolvimento dos modelos univariado e PARAFAC foi
necessario a utilizacdo do método de adicdo de padrdo, esse método é
indicado quando ha efeito de matriz significativo na amostra.

Testes realizados mostraram ndo haver erros significativos em se
realizar as adicdes de padrdo direto na cubeta usada para a analise. Sendo
assim, a primeira adicao foi feita aos 2,8 mL de sobrenadante que estavam na
cubeta, apdés sua leitura no espectrofluorimetro, a segunda aos 2,9 mL
(sobrenadante + 100 pL de solugéo padrdo adicionada na 12 adicdo) e assim
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por diante. A Tabela 3.5 e a Tabela 3.6 mostram as adicdes de padrdo
realizadas para as determinagdes de amilorida e triantereno, respectivamente.
Para as adi¢cdes de padrao utilizou-se solugbes padréo de amilorida 290 pg/L e
triantereno 145 pg/L, obtidas a partir de diluicbes de solucdes padrao de maior

concentragao.

Tabela 3.5: Descricdo dos volumes, concentracdes adicionadas e finais de
amilorida para o desenvolvimento do método de adicdo de padréo.

Adicao _ \_/olume [AML] adicionada _[_AML] final
adicionado (uL) (ng/L) adicionada (ug/L)
12 100 10,00 10,00
22 110 10,60 20,60
32 120 11,12 31,72
43 130 11,56 43,28
5a 140 11,94 55,22

Tabela 3.6: Descricdo dos volumes, concentracdes adicionadas e finais de
triantereno para o desenvolvimento do método de adi¢cao de padrao.

Adic&o ~Volume [TRI] adicionada  [TRI] final adicionada
adicionado (uL) (ng/L) (ng/L)
12 100 5,00 5,00
22 110 5,30 10,30
3 120 5,56 15,86
42 130 5,78 21,64
52 140 5,97 27,61

3.4 Tratamento dos residuos

Os residuos quimicos (solucbes aquosas e organicas) e bioldgicos
(solucdes contendo plasma sanguineo em baixa concentracdo) gerados foram
encaminhados a Comissdao de Gerenciamento, Tratamento e Destinacdo de
Residuos Perigosos da Universidade de Brasilia (RESQUI - UnB) onde foram
devidamente tratados. As seringas utilizadas para retirar aliquotas de plasma

das bolsas, procedimento mostrado na Figura 3.4A, foram descartadas em
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coletor para material perfurocortante Descarpack (Figura 3.4B), que também foi
encaminhado a RESQUI — UnB.

Figura 3.4: (A) Procedimento para retirada de plasma sanguineo da bolsa. (B)
Coletor para material perfurocortante Descarpack. Fotografias de arquivo da
autora.

As bolsas de plasma sanguineo fornecidas pela FHB-DF continham
volume muito maior que o necessario para o trabalho e deviam ser devolvidas
para o Hemocentro ao final da pesquisa, por uma questdo de controle e
seguranca. Todas as bolsas, inclusive as que ndo foram utilizadas, foram
devolvidas para a Fundacdo Hemocentro; segundo informou a instituicdo, esse
material sera incinerado.

O procedimento experimental realizado para a determinacdo de
amilorida e triantereno em plasma sanguineo esta resumido na Figura 3.5.
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Descongelar amostra
(24 horas a 4 °C)

Dopar amostra
(em balao de 5 mL a temperatura
ambiente)

Clean —up

(1 mL de amostra dopada para 9,0
mL de acetonitrila)

Leiturano
espectrofluorimetro

2,8 mL do sobrenadante

Adigao de padrao

(adicao de padrao a cubeta)

Figura 3.5: Resumo dos procedimentos experimentais.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Etapa de clean-up

O plasma sanguineo apresenta elevada intensidade de fluorescéncia na
regido espectral escolhida para determinacdo dos analitos. Visando diminuir
essa intensidade, uma etapa de clean-up, na qual proteinas do plasma foram
precipitadas, foi realizada. Como pode ser obervado na Figura 4.1, a
intensidade de fluorescéncia da matriz biolégica é reduzida significativamente
apos a etapa de clean-up, indicando que esse procedimento simples de

extracao é capaz de eliminar grande parte dos interferentes da matriz biologica.
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Figura 4.1: Intensidade de fluorescéncia de uma amostra de plasma
sanguineo, sem a adicdo dos farmacos, antes (A e B) e depois (C e D) da
etapa de clean-up.

Gabriela Gennari de Souza — PPGQ-UnB

32



4. Resultados e Discussao

4.2 Adicéo de padréo

Segundo Holler e colaboradores?” o método da adicdo de padrdo é
particularmente Util na andlise de matrizes complexas nas quais os efeitos de
matriz sédo significativos. Quando um componente presente na amostra
interfere no sinal instrumental do analito de interesse, dizemos que héa efeito de
matriz.

O efeito de matriz tanto pode reduzir como aumentar o sinal do analito.
Assim, uma forma de saber se esta ocorrendo efeito de matriz na andlise é
plotar duas curvas de calibragéo externa, uma do analito no solvente e outra do
analito na matriz. Se os dois graficos tiverem a mesma inclinacao, ndo ha feito
de matriz na analise; mas se as inclinagdes forem diferentes, isso indica que ha
efeito de matriz.

A Figura 4.2 e a Figura 4.3 indicam que h&a efeito de matriz na
determinacdo de triantereno e amilorida, respectivamente, o que justifica a

utilizacdo do método de adicdo de padréo.

300 -+
¢ TRlIemsolucdo

250 ~ agua/acetonitrila (1:9)
. 200 - O TRlem plasma
®
3 150 - y = 9,8603x + 4,4088
2 R?=0,9997
2
£ 100 -

50 y = 3,1662x - 0,0905
R?=0,9992
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Concentragdo de TRI (ug/L)

Figura 4.2: Calibracdo externa de TRI em duas matrizes, solucdo
agua/acetonitrila (1:9) (#) e plasma sanguineo (m).
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140 -
120 - L 2 AML em solugdo
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Figura 4.3: Calibracdo externa de AML em duas matrizes, solugéo
agua/acetonitrila (1:9) (#) e plasma sanguineo (m).

4.3 Triantereno

O triantereno apresenta elevada fluorescéncia natural em duas regides
diferentes, como pode ser observado na Figura 4.4, por esse motivo sua
determinacao por espectrofluorimetria é possivel sem a necessidade de etapas

de derivatizacao.
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Intensidade /

520
500
480 ¢
460
440

140

420 = 130
400
380
360

Intensidade / Contagens o

Comprimento de onda de emisséo (nm)

340 Lo
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Comprimento de onda de excitagao (nm)

Figura 4.4: Espectro de fluorescéncia (A) e superficie de resposta (B) de um
padrao de triantereno 8,5 pg/L.

Para determinacado desse analito em plasma sanguineo, trés modelos de
regressao diferentes foram utilizados a fim de se determinar o mais apropriado.
A seguir os resultados obtidos por cada modelo séo discutidos individualmente

e apresentada uma comparacao entre eles.

4.3.1 Determinacao por regressao univariada

Como discutido anteriormente, o plasma sanguineo também apresenta

intensidade de fluorescéncia na regido espectral estudada. A Figura 4.5
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apresenta o grafico de fluorescéncia medida para uma amostra de plasma néo

fortificada em superficie tridimensional e em curvas de nivel.
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Figura 4.5: Espectro de fluorescéncia (A) e superficie de resposta (B) de uma
amostra de plasma nao fortificada.

Comparando a Figura 4.5 com a Figura 4.4, percebe-se que a regido
espectral mais adequada para realizacdo do modelo univariado é na segunda
banda espectral do triantereno, aproximadamente entre 330 e 360 nm de
excitacao e 408 e 498 nm de emissdo. A Figura 4.6 apresenta as superficies de
fluorescéncia de uma amostra de plasma nao fortificada e de uma amostra
contendo 9,0 pg/L de TRI na referida regido, onde pode-se obervar que ndo ha

espalhamentos Rayleigh e Raman e que a intensidade de fluorescéncia do
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plasma é baixa, comparada com a do analito, mas ndo chega a poder ser

considerada desprezivel.
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Figura 4.6: Espectros de fluorescéncia, amostra de plasma néao fortificada (A),
amostra de plasma fortificada, 9,0 pg/L de triantereno (B).

Para realizacdo do modelo univariado utilizou-se os valores de
intensidade de fluorescéncia corrigidos de cada amostra fortificada e das
respectivas adicdes de padrdo obtidos em 438 e 360 nm para emissao e
excitacdo, respectivamente. A Figura 4.7 apresenta uma curva de adicdo de
padrdo obtida pelo modelo univariado para uma amostra com 9,0 ug/L de
triantereno e suas respectivas adicdes de padrdo. E importante destacar que

para 0 ajuste dessa curva analitica utilizou-se a metodologia descrita por
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Bader® (detalhada na secdo 2.3.1), que se refere ao caso especial de adicdo

de padrdo em que o volume final é varivel.
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Figura 4.7: Curva de adicdo de padréo para uma amostra com 9,0 ug/L de TRI.
Onde Vx representa o volume inicial da amostra, Vs o volume de cada adicéo
de padrédo, R as intensidades de fluorescéncia corrigidas e N 0 numero de
adicbes de padrao.

A Tabela 4.1 apresenta as concentracfes de TRI estimadas, limites de
deteccdo (LD), quantificacdo (LQ), preciséo e coeficiente de determinacéo (R?)
médios estimados pelo modelo univariado, com os respectivos desvios padréo
e a recuperacdo média para cada nivel de concentracdo. Os limites de
qli:élntificagéo e determinacdo foram calculados a partir da norma ISO 11843-
2.
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Tabela 4.1: Valores meédios, limites de deteccdo, quantificacdo, preciséo,
coeficiente de determinagcdo médios estimados pelo modelo univariado e
recuperacdo media para cada nivel de concentracao.

[TRI] esperada [TRI] estimada pelo Recuperagéo
(ng/L) modelo univariado (ug/L) meédia (%)
0,00 0,12 (+ 0,06) --
1,00 0,93 (£ 0,19) 93,3 (+ 19,4)
3,00 2,52 (x0,18) 84,0 (£5,9)
5,00 4,07 (+ 0,09) 81,4 (x1,7)
7,00 5,54 (+ 0,31) 79,1 (+ 4,5)
9,00 7,59 (+ 0,50) 84,3 (£5,5)
LD médio 0,46 (£ 0,13) pg/L
LQ médio 1,37 (£ 0,38) pg/L
Precisdo média 0,17 pg/L
R? médio 0,9993 (+ 0,0003)

E possivel perceber que as recuperacbes obtidas sdo relativamente
altas, mas todas inferiores a 100 %, o que pode ter ocorrido devido a uma
pequena perda de analito na etapa de clean-up, visto que o triantereno se liga
as proteinas plasmaticas.”” O limite de deteccéo foi de aproximadamente 0,46
Mg/L, enquanto que o limite de quantificacao foi de 1,37 ug/L, sendo este acima
do nivel minimo de concentracdo estudado, o que € condizente com 0s
maiores desvios obtidos no nivel de concentracdo de 1,0 pg/L. O coeficiente de
determinacdo mostra que o modelo apresentou um bom ajuste linear e boa
precisdo média. No entanto, apesar das figuras de mérito apresentadas
indicarem boas estimativas para o modelo de regressdo univariado, a matriz
continua interferindo na determinacdo de TRI em plasma sanguineo, mesmo
apos a etapa de clean-up e uso do método de adicdo de padrdo, como pode

ser observado pela variacado ndo uniforme nas recuperacgoes.

4.3.2 Determinacéo através do modelo PARAFAC

Para realizacdo do modelo PARAFAC os dados foram organizados em
uma matriz tridimensional como a representada na Figura 4.8, em que 0s

comprimentos de onda de excitagdo e emissdo estdo dispostos nos eixos x ey,
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respectivamente, e os espectros de fluorescéncia das sucessivas adi¢cdes de

padrao estédo dispostos no eixo z.
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Figura 4.8: Representagao da organizacao tridimensional dos dados para a
uma amostra de plasma com 9,0 pg/L de triantereno.

Os cubos foram organizados com 6 amostras (amostra fortificada + 5
adicbes de padrao), 46 comprimentos de onda de emissao (408 a 498 nm) e 4
comprimentos de onda de excitacdo (330 a 360 nm); como ja discutido no
modelo univariado, nessa regido espectral ndo ha espalhamentos Rayleigh e
Raman e a intensidade de fluorescéncia do plasma € baixa comparada a do
analito.

Os resultados obtidos pelo modelo PARAFAC foram todos obtidos a
partir do uso de dois fatores, restricio de ndo-negatividade em todas as
dimensdes e inicializacdo com o0s pesos referentes ao espectro de excitacdo e
emissdo do PARAFAC obtidos a partir de uma amostra que néo foi fortificada
com o analito. Essa inicializacdo foi necessaria para ajudar na deconvolucéo
correta dos perfis espectrais do plasma sanguineo e do TRI, e consistiu em
decompor — com o modelo PARAFAC - um cubo de dados composto por duas
matrizes diferentes, em que uma continha os dados de uma amostra de branco
e as sucessivas adicbes de padrdo e a outra continha os dados de uma
amostra com 9,0 pg/L de TRI (nivel maximo de concentracdo) e as sucessivas
adicbes de padrao.

A Figura 4.9 apresenta os pesos obtidos pelo PARAFAC em funcéo da
concentracdo de TRI adicionada e os espectros de fluorescéncia estimados de

uma amostra, obtidos através dos pesos do modelo PARAFAC, onde é
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possivel observar a “separagédo matematica” que o modelo faz dos espectros
do analito e do interferente. Para identificar qual perfil espectral representa o
TRI, comparou-se 0s espectros deconvoluidos pelo modelo e os espectros
medidos em uma solugcdo padrdo. Comparando-se 0s espectros estimados e
os medidos na solugéo padrao pode-se obervar uma boa concordancia, sendo
as diferencas obervadas provavelmente causadas pela influéncia da matriz ou

por erros de deconvolugao.
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Figura 4.9: Pesos PARAFAC em funcédo da concentracdo de TRI adicionada
(A), espectros de fluorescéncia deconvoluidos, excitacdo (B) e emissédo (C),
obtidos através dos pesos do modelo PARAFAC para uma matriz de amostra
(perfis verde e azul) e para solucao padrao (perfil vermelho).
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Os pesos PARAFAC relativos a concentracdo de analito adicionada
equivalem ao sinal instrumental isolado, livre dos sinais dos interferentes. A
partir desses pesos é possivel obter uma regressao anadloga a obtida por
regressao univariada, empregando o método das adi¢Bes de padrao.

A Figura 4.10 mostra uma reta de adicdo de padrao realizada utilizando
0s pesos obtidos pelo PARAFAC, é valido lembrar que nessa regressao, assim
como na univariada, as determinagfes foram feitas em um caso especial de
adicao de padrédo, onde o volume final é variavel (em funcéo das adi¢Bes terem
sido feitas sucessivamente na cubeta). Observa-se um Otimo ajuste da
regresséo, sendo que foram obtidos resultados similares para todas as

amostras analisadas.

x 10°

(Vx + N *Vs) *R
N W O OO N 00 ©

.
I r r

0 2 4 6
N (Numero de adicdes de padrao)

T
N

Figura 4.10: Curva de adicdo de padrdo para uma amostra com 9,0 ug/L de
TRI. Onde Vy representa o volume inicial da amostra, Vs o volume de cada
adicdo de padréo, R os pesos do modelo PARAFAC e N o numero de adi¢des
de padrao.

A Tabela 4.2 apresenta as concentracfes de TRI estimadas, limites de
deteccdo (LD), quantificacdo (LQ), preciséo e coeficiente de determinacéo (R?)
médios estimados pelo modelo PARAFAC, com os respectivos desvios padréao

e a recuperacdo média para cada nivel de concentracgao.
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Tabela 4.2: Valores meédios, limites de deteccdo, quantificacdo, precisdo,
coeficiente de determinacdo meédios estimados pelo modelo PARAFAC e
recuperacdo meédia para cada nivel de concentragao.

[TRI] esperada [TRI] estimada pelo Recuperacéo
(Mg/L) modelo PARAFAC (ug/L) média (%)
0,00 0,45 (+ 0,08)
1,00 0,56 (+ 0,13) 55,6 (+ 13,3)
3,00 2,16 (£ 0,15) 72,2 (£5,0)
5,00 3,77 (£ 0,15) 75,5 (+ 3,0)
7,00 5,21 (£ 0,32) 74,5 (£ 4,6)
9,00 7,22 (£ 0,50) 80,2 (+ 5,6)
LD médio 0,44 (£ 0,09) ug/L
LQ meédio 1,31 (= 0,27) pg/L
Precisdo média 0,36 ug/L
R? médio 0,9994 (+ 0,0003)

Assim como na regressao univariada, é possivel perceber que as
recuperacdes obtidas sdo relativamente altas, mas todas ainda inferiores a 100
%, 0 que pode ter ocorrido devido a uma pequena perda de analito na etapa de
clean-up ou ainda por erros de deconvolucdo do modelo. O limite de deteccdo
também esta abaixo de 0,50 pg/L, mas o limite de quantificacdo, apesar de
menor que o do modelo de regressao univariada, também ficou acima do nivel
minimo de concentracdo estudado. O coeficiente de determinagcdo mostra que
o0 modelo apresentou um bom ajuste linear e precisdo média um pouco acima
da regressao univariada. No entanto, apesar de os espectros deconvoluidos
mostrarem que a “separagao matematica” realizada foi eficiente, foram obtidas

recuperacodes relativamente baixas.

4.3.3 Determinacgao por regressao empregando UPLS

O modelo UPLS, diferentemente dos modelos descritos anteriormente,
nao emprega o método da adicdo de padrdo, sendo este baseado em
calibracdo externa. Para o desenvolvimento da regressdo por UPLS, quatro
amostras, e as respectivas adi¢cdes, foram usadas na calibracdo, e as demais

17 amostras usadas na validacdo. Neste caso o UPLS se distingue do
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PARAFAC no sentido de néo realizar uma deconvolugdo de sinais e sim
realizar a modelagem dos sinais do analito e dos interferentes presentes.

O modelo UPLS para a determinacdo de TRI foi calibrado a partir de
uma calibracdo mista, onde utilizou-se quatro amostras, todas com suas
respectivas adicbes de padrdo - duas amostras de branco, de géneros
diferentes e duas amostras com 9,0 pg/L de TRI (nivel maximo de
concentragéo), novamente de géneros diferentes.

Como pode ser observado na Figura 4.11 as amostras femininas e
masculinas podem ser calibradas e analisadas juntas, pelo mesmo modelo,
uma vez que o0s resultados apresentados no grafico dos valores de
concentracdo estimados em relacdo aos de referéncia para as amostras

femininas e masculinas nao apresentam diferencas significativas.

40 ¢ . ; . -
35| Amostras de calibragdo masculinas (o) ®

Amostras de calibracao femininas (x)
30+ @ 1
@
25¢ & 1

20} © -
15} @ -
10} ® -

Concentracoes de TRI
estimadas (ug/L)

5t @ .

0@ 1 1 1
0 10 20 30 40

Concentragoes de TRI de referéncia (ug/L)

Figura 4.11: Grafico de calibracdo mista, usando 2 cubos femininos e 2 cubos
masculino (branco e nivel maximo de concentracdo — amostra fortificada com
9,0 ug/L de triantereno).

Os melhores resultados encontrados pelo modelo UPLS foram obtidos a
partir do uso de trés varidveis latentes, sem centrar os dados na média e
considerando que todos os interferentes presentes nas amostras de calibracéo
e validacdo sdo aproximadamente 0s mesmos. Sendo esses parametros
otimizados com base nos erros obtidos para as estimativas de concentracdo

para as amostras de calibracdo e nos residuos de deconvolu¢do do UPLS. A
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Figura 4.12 apresenta o gréfico de residuos de decomposicdo para as
amostras de calibracdo e validacao utilizando 3 variaveis latentes. Pode ser
observado que os residuos das amostras de calibracdo e validacdo estdo
dentro da mesma faixa de variagdo, 0 que indica que nas amostras de
validacdo ndo s&o observados intereferentes diferentes das amostras de

calibracéo.
3 B ] ] ] ] ] T
25r  Amostrasde calibracao (o) il
Amostras de validacao (%)
2] 2L i
o
0
8 45L* + 4 e o 4 |
(1 O
O o °F 57 o
1} *‘5 © *ooe* o O *O* N
* o * ¥
ok ) o " # ey T
0_5 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30

Numero da amostra

Figura 4.12: Residuos de decomposic¢do para o modelo UPLS com 3 variaveis
latentes e calibracdo mista. Onde as amostras de calibracdo estédo
representadas pelas bolas em rosa (0), as amostras de validacdo pelos
asteriscos em azul (x) e o valor critico estimado pelo ruido instrumental pela
linha tracejada em vermelho (---).

Observado a Figura 4.13, que mostra um grafico das concentracdes de
referéncia versus as concentracdes estimadas pelo modelo UPLS, observa-se

gue o modelo ndo apresenta erros sistematicos na determinacao de TRI.
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Figura 4.13: Concentracdo de referéncia versus concentragcdo estimada pelo
modelo UPLS a partir da calibragdo mista.

A Tabela 4.3 apresenta as concentracdes de TRI estimadas, limites de
deteccdo (LD), quantificacdo (LQ) e precisdo medios, coeficientes de
determinacdo de calibracdo e validacdo (R%a e R%a, respectivamente)
estimados pelo modelo UPLS, com os respectivos desvios padrdo e a
recuperacdo media para cada nivel de concentracdo. As recuperacdes obtidas
por esse modelo foram melhores que as obtidas no modelo univariado e por
PARAFAC. Com excecao do primeiro nivel de concentracdo (1,0 pug/L de TRI),
todas estdo acima de 90 % e abaixo de 100 %, € importante ressaltar que o
nivel de concentracdo que obteve recuperacdo acima de 100 % e maior desvio
padrdo esta abaixo do limite de quantificacdo do método. O limite de deteccéo
esta pouco acima de 0,50 pg/L, e o limite de quantificacdo ficou pouco acima
do obtido nos modelos de regressao univariada e PARAFAC. Os coeficientes
de determinacao de calibracdo e validacdo mostram que o modelo apresentou
um bom ajuste linear e a precisdo média indica que a dispersdo entre os
resultados foi muito baixa.
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Tabela 4.3: Valores médios, limites de deteccdo, quantificacdo, precisao
médios, e coeficiente de determinacdo de calibracdo e validagdo estimados
pelo modelo UPLS e recuperacado média para cada nivel de concentracéo.

[TRI] esperada [TRI] estimada pelo Recuperacéo
(ng/L) modelo UPLS (ug/L) meédia (%)
0,00 0,06 (£ 0,14)
1,00 1,18 (+ 0,09) 117,6 (+ 8,8)
3,00 2,91 (£ 0,05) 97,1 (x1,8)
5,00 4,87 (£ 0,17) 97,5 (£ 3,5)
7,00 6,53 (£ 0,23) 93,3 (£ 3,4)
9,00 8,57 (+ 0,42) 95,3 (+ 4,7)
LD médio 0,52 ug/L
LQ médio 1,57 ug/L
Precisdo média 0,07 pg/L
Rca 0,9999
R%a 0,9823

Em resumo, pode-se apresentar a Tabela 4.4 onde os valores médios
estimados para cada nivel de concentracéo, obtidos a partir dos trés modelos,
séo dispostos lado a lado para facilitar a comparacéo. A partir dessa tabela e
do que ja foi discutido anteriormente, é possivel observar que a determinacao
de triantereno em plasma sanguineo por espectrofluorimetria foi possivel com o
uso dos trés modelos propostos em concentracdes acima de 1,57 ug/L, e que o
modelo que apresentou os resultados mais préoximos do esperado foi o0 modelo
UPLS. Outra vantagem do modelo UPLS em relacdo aos outros é o fato dele
utilizar calibrac&o externa; como os dados obtidos para varias amostras podem
ser analisadas juntos, a partir de um unico conjunto de calibracdo, tanto o
tempo gasto para andlise de dados quanto o tempo de preparo das amostras

SA0 menores.
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Tabela 4.4: Valores médios, limites de deteccdo, quantificacdo, precisdo e
coeficiente de determinagcdo meédios estimados pelos modelos Univariado,
PARAFAC e UPLS para o triantereno.

[TRI] esperada [TRI] estimada pelos modelos (ug/L)

(hg/L) Univariado PARAFAC UPLS
0,00 0,12 (+ 0,06) 0,45 (+ 0,08) 0,06 (+ 0,14)
1,00 0,93 (+ 0,19) 0,56 (+ 0,13) 1,18 (+ 0,09)
3,00 2,52 (+ 0,18) 2,16 (+ 0,15) 2,91 (+ 0,05)
5,00 4,07 (+ 0,09) 3,77 (£ 0,15) 4,87 (+0,17)
7,00 5,54 (+ 0,31) 5,21 (+ 0,32) 6,53 (+ 0,23)
9,00 7,59 (+ 0,50) 7,22 (+ 0,50) 8,57 (+ 0,42)
LD médio 0,46 (+ 0,13) 0,44 (+ 0,09) 0,52
LQ médio 1,37 (+ 0,38) 1,31 (x0,27) 1,57
Precisdo média 0,17 0,36 0,07

R? médio

0,9993 (+ 0,0003) 0,9994 (+ 0,0003) (9973 (+ 0,0037)?

® Média entre os coeficientes de determinacéo de calibrac&o e validagao.

4.4 Amilorida

A amilorida também apresenta fluorescéncia natural em duas regides
diferentes, e assim como o0 triantereno, sua determinacdo por
espectrofluorimetria também €& possivel sem a necessidade de etapas de
derivatizacdo. Porém como pode ser observado na Figura 4.14, a intensidade
de fluorescéncia da amilorida € bem menor, comparada a do triantereno.

Assim como para o analito descrito anteriormente foi observado a
presenca de efeito de matriz significativo. Portanto para determinacdo de
amilorida em plasma sanguineo, trés modelos de regressédo diferentes foram
utilizados a fim de se determinar o mais apropriado. A seguir os resultados
obtidos por cada modelo sédo discutidos individualmente seguida de uma

comparacao entre eles.
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Figura 4.14: Espectro de fluorescéncia (A) e superficie de resposta (B) de um
padrao de amilorida 15 pg/L.

4.4.1 Determinacao por regressao univariada

Como discutido nas secdes anteriores, o plasma sanguineo também
apresenta intensidade de fluorescéncia na regido espectral estudada.

Comparando a Figura 4.14 com a Figura 4.5, percebe-se que a regido
espectral mais adequada para o desenvolvimento do modelo univariado é
préximo a segunda banda espectral da amilorida, aproximadamente entre 350
e 370 nm de excitacdo e 428 e 520 nm de emisséo. A Figura 4.15 apresenta 0s
espectros de fluorescéncia de uma amostra de plasma néao fortificada e de uma

amostra com 15,0 pg/L de AML na referida regido, onde pode-se obervar que
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ndo h& espalhamentos Rayleigh e Raman e a intensidade de fluorescéncia do
plasma & aproximadamente um ter¢co da intensidade de fluorescéncia a da
amostra fortificada. Cabe ressaltar que essa amostra corresponde ao nivel alto
de concentracdo estudado, de forma que uma elevada interferéncia é

observada para AML.
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Figura 4.15: Espectros de fluorescéncia, amostra de plasma nao fortificada (A),
amostra de plasma fortificada, 15,0 pg/L de amilorida (B).

Para realizacdo do modelo univariado utilizou-se os valores de
intensidade de fluorescéncia corrigidos de cada amostra fortificada e das
respectivas adicbes de padrdo obtidos em 428 e 360 nm para emissao e
excitacdo, respectivamente. A Figura 4.16 apresenta uma curva de adicao de

padrédo obtida pelo modelo univariado para uma amostra fortificada com 15,0
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Hg/L de amilorida e suas respectivas adicdes de padrdao. A correcéo
mencionada refere-se a correcdo abordada nas sec¢des anteriores para 0 caso

especial de adi¢cdo de padrao em que o volume final é variavel.
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Figura 4.16: Curva de adicdo de padrdo para uma amostra com 15,0 pg/L de
AML. Onde Vx representa o volume inicial da amostra, Vs o volume de cada
adicdo de padréo, R as intensidades de fluorescéncia corrigidas e N o nimero
de adicbes de padrao.

A Tabela 4.5 apresenta as concentracdes de AML, limites de deteccéo
(LD), quantificacdo (LQ), precisdo e coeficiente de determinacdo (R médios
estimados pelo modelo univariado, com 0s respectivos desvios padrdo e a
recuperacdo média para cada nivel de concentracdo. Os limites de
guantificacdo e determinacdo foram calculados da mesma forma que nas

secOes anteriores.
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Tabela 4.5: Valores médios, limites de deteccdo, quantificacdo, preciséo,
coeficiente de determinagcdo médios estimados pelo modelo univariado e
recuperacdo meédia para cada nivel de concentragao.

[AML] esperado [AML] estimada pelo Recuperagéo
(ng/L) modelo univariado (ug/L) meédia (%)
0,00 2,55 (+ 1,63)
2,50 3,74 (x 0,49) 149,6 (£ 19,7)
5,00 5,86 (+ 1,81) 117,2 (£ 36,3)
7,50 6,27 (+ 1,32) 83,7 (+ 17,6)
10,00 11,12 (£ 2,92) 111,2 (£ 29,2)
12,50 10,89 (£ 0,80) 87,1 (+6,4)
15,00 14,19 (+ 1,47) 95,9 (+7,3)
LD meédio 0,79 (= 0,22) pg/L
LQ médio 2,38 (x 0,65) pg/L
Precisdo média 1,20 pg/L
R? médio 0,9979 (+ 0,0012)

E possivel perceber que a metade das recuperacdes obtidas sdo acima
de 100 % e que apresentam elevado desvio padrdo, 0 que muito
provavelmente pode ter ocorrido devido a presenca de plasma sanguineo
nessa regiao, como evidenciado pela Figura 4.15. O limite de deteccdo esta
abaixo de 1,00 pg/L, entretanto o limite de quantificacdo ficou acima do nivel
minimo de concentracdo estudado. O coeficiente de determinacdo mostra que
0 modelo apresentou um ajuste linear razoavel e a precisdo média indica que
os resultados apresentam uma consideravel disperséao entre si. O modelo de
regressdo univariado mostra que a interferéncia do plasma foi significativa,
mesmo apos a etapa de clean-up e uso do método de adicdo de padrdo, como
pode ser observado pela variacdo nao uniforme nas recuperacbes e
estimativas entre os valores esperados e estimados. Em funcdo da baixa
fluorescéncia do analito em relacdo a fluorescéncia do plasma sanguineo e dos
elevados valores de recuperacéo e respectivos desvios padrées, o modelo de
regressdo univariado ndo se mostrou apropriado para determinacdo de

amilorida em plasma sanguineo.
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4.4.2 Determinacao a través do modelo PARAFAC

Para realizacdo do modelo PARAFAC os dados foram organizados no
mesmo arranjo cubico que para o triantereno (ver Figura 4.8).

Os cubos foram organizadas com 6 amostras (amostra fortificada + 5
adicOes de padrao), 47 comprimentos de onda de emissao (428 a 520 nm) e 3
comprimentos de onda de excitacdo (350 a 370 nm); como ja discutido no
modelo univariado, nessa regido espectral ndo ha espalhamentos Rayleigh e
Raman e a intensidade de fluorescéncia do plasma é comparavel a do analito
nos niveis de concentracdo abaixo de 10 pg/L.

Os resultados obtidos pelo modelo PARAFAC foram todos obtidos a
partir do uso de dois fatores, restricdo de n&o-negatividade em todas as
dimensdes, e inicializacdo com os pesos referentes aos espectros de excitacao
e emissao do PARAFAC obtidos a partir de uma amostra que néo foi fortificada
com o analito. Essa inicializacdo foi necessaria para ajudar na deconvolugéo
correta dos perfis espectrais do plasma sanguineo e da amilorida, e consistiu
em decompor — com 0 modelo PARAFAC — um cubo de dados composto por 2
matrizes diferentes, em que uma continha os dados de uma amostra de branco
e as sucessivas adicbes de padrdao e a outra continha os dados de uma
amostra com 15,0 pg/L de AML (nivel maximo de concentracdo) e as
sucessivas adi¢cOes de padrao.

A Figura 4.17 apresenta os pesos obtidos pelo PARAFAC em funcao da
concentracdo de AML adicionada e os espectros de fluorescéncia estimados de
uma amostra, obtidos através dos pesos do modelo PARAFAC, onde é
possivel observar a “separacao matematica” que o modelo faz dos espectros
do analito e do interferente. Para identificar qual perfil espectral representa a
AML, comparou-se 0s espectros deconvoluidos pelo modelo e os espectros
medidos em uma solucdo padrdao. Comparando 0s espectros estimados e 0s
medidos na solucdo padréo pode-se obervar uma boa concordancia, sendo as
diferencas observadas provavelmente causadas pela influéncia da matriz ou

por erros de deconvolucgéao.
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Figura 4.17: Pesos PARAFAC em funcao da concentragdo de AML adicionada
(A), espectros de fluorescéncia deconvoluidos, excitacdo (B) e emissédo (C),
obtidos através dos pesos do modelo PARAFAC para uma matriz de amostra
(perfis verde e azul) e para uma matriz de padréo (perfil vermelho).
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Os pesos PARAFAC relativos a concentracdo de analito adicionada
equivalem ao sinal instrumental isolado, livre dos sinais dos interferentes. A
partir desses pesos é possivel obter uma regressdo andloga a obtida por
regressao univariada, empregando o método das adicdes de padrdo. A Figura
4.18 mostra uma reta de adicdo de padrdo, é valido lembrar que nessa
regresséo, assim como na univariada e nos modelos PARAFAC e univariado
desenvolvidos para o TRI, as determinag¢des foram feitas em um caso especial
de adicdo de padrdo, onde o volume final é variavel. Pode-se observar um
6timo ajuste, com R?=0,9987, sendo obtidos resultados similares para as

demais amostras.
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Figura 4.18: Curva de adicdo de padrdo para uma amostra com 15,0 pg/L de
AML. Onde Vj representa o volume inicial da amostra, Vs o volume de cada
adicdo de padrédo, R os pesos do modelo PARAFAC e N o numero de adi¢des
de padréo.

A Tabela 4.6 apresenta as concentracdes de AML estimadas, limites de
deteccdo (LD), quantificacdo (LQ), preciséo e coeficiente de determinacéo (R?)
médios estimados pelo modelo PARAFAC, com os respectivos desvios padréao
e a recuperacdo média para cada nivel de concentracdo. E possivel perceber
gue as recuperacdes obtidas sdo baixas, todas inferiores a 75 %, 0 que pode
ter ocorrido devido a uma pequena perda de analito na etapa de clean-up e/ou

por erros de deconvolugdo do modelo. O limite de deteccdo também esta

Gabriela Gennari de Souza — PPGQ-UnB

56



4. Resultados e Discussao

abaixo de 1,00 pg/L, e o limite de quantificacdo abaixo do nivel minimo de
concentragédo estudado. O coeficiente de determinagdo mostra que o modelo
apresentou um bom ajuste linear e a precisdo média indica que a dispersao
entre os resultados € baixa. No entanto, apesar de os espectros deconvoluidos
mostrarem que a “separacao matematica’ realizada foi eficiente, as baixas
recuperacbes evidenciam a dificuldade de determinar AML em plasma
sanguineo através do modelo PARAFAC, mesmo apés a etapa de clean-up,
uso do método de adicdo de padrdo e da deconvolucgéo realizada pelo modelo
PARAFAC, o que pode ser evidenciado pela variagdo n&o uniforme dos valores
de recuperagéo.

Tabela 4.6: Valores médios, limites de deteccdo, quantificacdo, precisao,

coeficiente de determinacdo médios estimados pelo modelo PARAFAC e
recuperacdo media para cada nivel de concentracao.

[AML] esperada [AML] estimada pelo Recuperacao
(ng/L) modelo PARAFAC (ug/L) média (%)
0,00 1,08 (+ 0,81) --
2,50 1,19 (£ 0,48) 48 (x 19)
5,00 2,61 (x1,62) 54 (+ 32)
7,50 3,53 (+ 0,93) 47 (£ 12)
10,00 7,47 (£1,78) 75 (£ 18)
12,50 8,79 (x 3,26) 56 (+ 26)
15,00 10,36 (£ 0,97) 69 (+ 6)
LD médio 0,72 (£ 0,23) ug/L
LQ médio 2,16 (£ 0,68) ug/L
Precisdo média 0,21 pg/L
R médio 0,9981 (+ 0,0011)

4.4.3 Determinacgao por regressao empregando UPLS

Para realizacdo do modelo UPLS, quatro amostras, e as respectivas
adicbes de padrao, foram usadas na calibracdo, e as demais foram usadas na
validacdo. Dessas quatro amostras usadas na calibracdo, duas amostras foram
do branco, sendo de géneros diferentes e as outras duas amostras continham
15,0 yug/L de AML (nivel maximo de concentracdo), sendo novamente de

géneros diferentes.
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O modelo UPLS para a determinacdo de TRI, como ja discutido
anteriormente, foi realizado a partr de uma calibragdo mista. Para
determinacdo de AML a calibracdo mista ndo se mostrou eficiente. Como pode
se observado na Figura 4.19 as amostras femininas e masculinas ndo podem
ser calibradas e analisadas juntas. Observou-se que existe um erro sistematico
significativo entre as determinacbes de amostras masculinas e femininas.
Como pode ser observado na Figura 4.19, a estimativa da concentracdo das
amostras femininas é sempre superior a estimativa da concentracdo das
amostras masculinas. Por esse motivo optou-se por separar as amostras

masculinas e femininas para realizacdo do modelo UPLS.
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Figura 4.19: Grafico de calibracdo mista, usando 2 cubos femininos e 2 cubos
masculino (branco e nivel maximo de concentracdo — amostra fortificada com
15,0 pg/L de amilorida), 3 variaveis latentes e sem centrar os dados na média.

Os modelos UPLS ajustados para ambos o0s géneros (modelados
individualmente) foram obtidos a partir do uso de trés variaveis latentes e
considerando que nao existem interferentes diferentes entre as amostras de
calibracdo e validacdo. No modelo masculino os dados foram centrados na
média, e no feminino os dados ndo foram centrados na média. Sendo esses
parametros otimizados com base nos erros obtidos para as estimativas de

concentracdo para as amostras de calibragdo e nos residuos de deconvolucéo
do UPLS.
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A Figura 4.20 e a Figura 4.21 apresentam os graficos de residuos de
decomposicdo para as amostras de calibracdo e validagdo utilizando 3
variaveis latentes, para as amostras masculinas e femininas respectivamente.
Pode-se observar que os residuos das amostras de calibracdo e validacao
estdo dentro da mesma faixa de variagdo, o que indica que nas amostras de
validacdo ndo s&o observados intereferentes diferentes das amostras de
calibragcdo. Observa-se que duas amostras femininas excederam o valor critico
estimado pelo ruido instrumental, o que indica que essas amostras podem
apresentar algum interferente diferente das amostras utilizadas na etapa de
calibragcdo. Quando um fator foi adicionado ao modelo para modelar esse
suposto interferente o valor de concentracao estimado ndo apresentou melhora
significativa, sendo que a amostra 12 apresentou elevados erros em
comparacao com seu valor de referéncia em todos os modelos de regressao

desenvolvidos. Portanto essa amostra foi considerada and6mala em todos os

casos.
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Figura 4.20: Residuos de decomposicdo para o modelo UPLS masculino com
3 variaveis latentes. Onde as amostras de calibracdo estdo representadas
pelas bolas em rosa (0), as amostras de validacdo pelos asteriscos em azul (x)
e o valor critico estimado pelo ruido instrumental pela linha tracejada em
vermelho (---).
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Figura 4.21: Residuos de decomposicéo para o modelo UPLS feminino com 3
variaveis latentes. Onde as amostras de calibracdo estédo representadas pelas
bolas em rosa (0), as amostras de validacdo pelos asteriscos em azul (x) e 0
valor critico estimado pelo ruido instrumental pela linha tracejada em vermelho

().

Observando-se a Figura 4.22 e a Figura 4.23, que mostram os graficos
das concentracfes de referéncia versus as concentracdes estimadas para os
modelos masculino e feminino, respectivamente, observa-se que o modelo
masculino apresenta menores erros em relagdo ao modelo UPLS construido

com amostras femininas.
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Figura 4.22: Concentracdo de referéncia versus concentracdo estimada pelo

modelo UPLS masculino.
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Figura 4.23: Concentracdo de referéncia versus concentragcdo estimada pelo
modelo UPLS feminino.

A Tabela 4.7 e a Tabela 4.8 apresentam as concentra¢cdes de AML
estimadas, limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) e precisdo medios,
coeficientes de determinacdo de calibracdo e validacdo (R%a e R%a,
respectivamente) estimados pelo modelo UPLS masculino e feminino, com os
respectivos desvios padrédo e a recuperacdo média para cada nivel de
concentracdo. E importante destacar que, como mencionado na se¢do 3.3.2.1,
o planejamento para uso das amostras de plasma seguiu um padréo aleatorio,
por esse motivo em alguns niveis de concentracdo ha apenas uma amostra,

tanto no modelo masculino quanto no feminino, o que impossibilita o calculo do
desvio padréao.
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Tabela 4.7: Valores médios, limites de detecg¢do, quantificacdo, precisao
médios, e coeficiente de determinacdo de calibracdo e validacdo estimados
pelo modelo UPLS masculino, e recuperacdo média para cada nivel de
concentragéo.

[AML] [AML] estimada pelo Recuperagéo
esperada (ug/L) modelo UPLS (ug/L) meédia (%)
0,00 1,17 (+ 1,03)
2,50 5,28 211,2
5,00 5,54 (+ 0,51) 110,70 (+ 10,28)
7,50 7,86 104,86
10,00 13,94 139,40
12,50 11,63 (+1,67) 93,05 (+ 9,34)
15,00 15,04 (+ 0,66) 100,25 (+ 4,46)
LD meédio 2,42 pg/L
LQ médio 7,27 pg/L
Precisdo média 0,44 pg/L
Rcal 0,9996
Rl 0,9492

Para o modelo UPLS masculino o nivel de concentracédo 2,5 pg/L esta
muito proximo ao limite de deteccdo, o que sugere que ele seja valido apenas
para as concentracdes acima de desse nivel. Considerando apenas 0s niveis
de concentracdo seguintes, as recuperacoes e valores estimados obtidos por
esse modelo sdo proximos aos valores esperados, com excecao do nivel 10
pg/L, onde foi obtido um valor consideravelmente maior que o esperado.
Infelizmente n&o foram realizadas andlises de outras amostras masculinas
nesse nivel de concentracdo. Uma vez que para 0s hiveis de concentracao
superiores a 2,5 pg/L foram obtidos bons resultados, sugere-se que essa Unica
amostra no nivel de 10 pg/L seja uma amostra anémala (“outlier”). Os
coeficiente de determinacdo de calibracdo e validacdo mostram que o modelo
apresentou um bom ajuste. A precisdo média indica que os valores estimados

apresentam baixa dispersao entre os resultados.
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Tabela 4.8: Valores médios, limites de deteccdo, quantificacdo, precisdo
médios, e coeficiente de determinacdo de calibracdo e validacdo estimados
pelo modelo UPLS feminino, e recuperagdo média para cada nivel de
concentragéo.

[AML] [AML] estimada pelo Recuperagéo
esperada (ug/L) modelo UPLS (ug/L) meédia (%)
0,00 0,86
2,50 3,13 (+ 0,40) 125,11 (+ 16,19)
5,00 8,55 171,00
7,50 6,05 80,69
10,00 13,35 (+ 1,96) 133,50 (£ 19,56)
12,50 10,59 (+ 0,33) 84,69 (+ 2,67)
15,00 ---P —
LD médio 5,47 pg/L
LQ médio 16,44 ug/L
Precisdo média 0,92 pg/L
Rca 0,9977
R%a 0,7965

® Amostra utilizada na etapa de calibracao.

Para o modelo UPLS feminino o limite de quantificacdo esta acima do
nivel maximo de concentracdo estudado, como o intervalo dos niveis de
concentracéao foi escolhido de acordo com a farmacocinética do farmaco, pode-
se concluir que o modelo UPLS né&o pode ser aplicado a amostras femininas no
intervalo de concentracdo estudado. E importante ressaltar também que os
resultados estimados pelo modelo UPLS feminino apresentam baixa

concordancia com os valores esperados.

Em resumo, pode-se apresentar a Tabela 4.9 onde os valores médios
estimados para cada nivel de concentracéo, obtidos a partir dos trés modelos,
sdo dispostos lado a lado para facilitar a comparacédo. A partir dessa tabela e
do que ja foi discutido anteriormente, é possivel observar que a determinacéo
de amilorida em plasma sanguineo masculino por espectrofluorimetria foi
possivel com o uso do modelo UPLS em concentracfes acima de 7 ug/L, e que
0 modelo apresentou os resultados mais proximos do esperado, acima dessa

concentragédo. Para a determinacdo em amostra de plasma feminino ou em
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amostra cujo sexo seja desconhecido, nenhum dos métodos desenvolvidos
pode ser considerado adequado para determinagbes nesse intervalo de

concentragao.

Tabela 4.9: Valores médios, limites de detec¢do, quantificacdo, preciséo,
coeficiente de determinagcdo médios estimados pelos modelos Univariado,
PARAFAC e UPLS masculino para a amilorida.

[AML] esperada [AML] estimada pelos modelos (ug/L)
(Hg/L) Univariado PARAFAC UPLS Masculino
0,00 2,6 (£1,6) 1,1 (x0,8) 1,2 (£1,0)
2,50 3,7 (x0,5) 1,2 (£0,5) 5,3
5,00 59 (£ 1,8) 2,6 (£1,6) 55 (x0,5)
7,50 6,3 (£ 1,3) 3,5(x0,9) 7,9
10,00 11,1 (x2,9) 7,5 (£ 1,8) 13,9
12,50 10,9 (£ 0,8) 8,8 (£ 3,3) 11,6 (x1,7)
15,00 14,2 (¥ 1,5) 10,4 (+ 1,0) 15,0 (+ 0,7)
LD médio 0,79 (£ 0,22) 0,72 (x 0,23) 2,42
LQ médio 2,38 (£ 0,65) 2,16 (+ 0,68) 7,27
Precisdo média 1,20 0,21 0,44

R? médio 0,9979 (£ 0,0012) 0,9981 (£ 0,0011) 0,9699 (+ 0,0420)a
% Média entre os coeficientes de determinacéo de calibracio e validacao.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho para determinacéo de amilorida e

7z

triantereno em plasma sanguineo mostraram que é possivel realizar essas
determinacdes com a utilizacdo de espectrofluorimetria e calibragdo de
segunda ordem.

O método foi otimizado para uma rotina de laboratério e a precipitacéo
das proteinas plasmaticas com acetonitrila se mostrou uma etapa simples e de
grande contribuicdo para o método, uma vez que diminui significativamente a
intensidade de fluorescéncia da matriz biolégica sem interferir na intensidade
de fluorescéncia dos analitos. Porém a etapa de clean-up ndo eliminou
completamente a presenca de interferentes fluorescentes, sendo necessario o
uso de calibracdo multivariada.

Os modelos univariado, PARAFAC e UPLS foram otimizados, sendo o
modelo UPLS o que apresentou melhores estimativas para a determinacao de
triantereno e amilorida (em amostras masculinas). Para esse segundo analito a
determinacdo em amostras femininas nao foi possivel com nenhum dos trés
modelos propostos.

A determinacdo de triantereno em plasma sanguineo por
espectrofluorimetria e uso do modelo UPLS foi possivel em concentracdes
acima de 0,52 pg/L e sua quantificagdo em concentracdes acima de 1,57 ug/L,
valor que esta dentro da faixa terapéutica do farmaco.

Ja a determinacdo de amilorida em plasma sanguineo masculino por
espectrofluorimetria e uso do modelo UPLS foi possivel em concentracdes
acima de 2,42 ug/L e sua quantificagcdo em concentracdes acima de 7,27 ug/L,
valor que também esta dentro da faixa terapéutica do farmaco.

E valido lembrar que as amostra analisadas foram diluidas 10 vezes na
etapa de clean-up e que métodos experimentais que diluam menos a amostra
podem ser usados a fim de melhorar o sinal instrumental medido, em especial
para a amilorida, que possui baixa intensidade de fluorescéncia. Nesse estudo
a diluicdo do analito foi necessaria, pois a precipitacdo das proteinas
plasmaticas apresentou mais vantagens que a nao diluicdo da amostra.

As regides espectrais de fluorescéncia dos dois analitos séo diferentes e

o triantereno apresenta maior intensidade de fluorescéncia que a amilorida, o
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gue explica a maior facilidade em determinar o primeiro farmaco pelo método
proposto.

Outro aspecto a ser destacado neste trabalho é a quantidade de
amostras de plasma usadas nesse estudo. S&o poucos os trabalhos que
determinam TRI, AML, e farmacos em geral, em plasma sanguineo. A maioria
desses trabalhos usa poucas amostras de plasma, validando os métodos
propostos com quase a mesma quantidade de amostras que a utilizada na
etapa de calibracdo. Nesse trabalho um namero significativo de amostras foi
usado para validacdo do método proposto.

Por fim, pode-se concluir que os resultados obtidos nesse trabalho
ressaltam as vantagens da aplicacdo de métodos de calibracdo de segunda

ordem na determinagédo de analitos de interesse em matrizes complexas.
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7 ANEXOS

Anexo A - Carta de aprovacio do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude da UnB.

Universidade de Brasilia

Faculdade de Ciéncias da Saude
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FS

PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do Projeto no CEP: 041/12

Titulo do Projeto: “Determinag¢@io de Diuréticos em Amostra de Urina ou Plasma por
Espectrofluorimetria e Calibragdo de Segunda Ordem”.

Pesquisadora Responsével: Gabrielia Gennari de Souza
Data de Entrada: 17/04/12

Com base na Resolugdo 196/96, do CNS/MS, que regulamenta a ética em
pesquisa com seres humanos, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia, apds analise dos aspectos
éticos e do contexto técnico-cientifico, resolveu APROVAR o projeto 041/12 com o
titulo: “Determinagdo de Diuréticos em Amostra de Urina ou Plasma por
Espectrofluorimetria e Calibragdo de Segunda Ordem”, analisado na 5° Reunido

Ordinaria, realizada no dia 12 de junho de 2012.

A pesquisadora responsavel fica, desde ja, notificada da obrigatoriedade da
apresentagdo de um relatério semestral e relatorio final sucinto e objetivo sobre o
desenvolvimento do Projeto, no prazo de 1 (um) ano a contar da presente data (item
VII.13 da Resolugdo 196/96).

Brasilia, 21 de junho de 2012.

Prof.
Coordenador do’CEP-FS/UnB

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - Faculdade de Ciéncias da Saide
Universidade de Brasilia - Campus Universitario Darcy Ribeiro - CEP: 70.910-900
Telefone: (61)-3107-1947  Email: cepfs@unb.br
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