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RESUMO

COSTA, Edlaine Rijo. Desenvolvimento e Validacdo de Método de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de
Massas em Seqiiéncia para Quantificacdo Simultanea de Retinol e Acido
Retindico em Pacientes com Doenca Hepética Cronica. Rio de Janeiro, 2010.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Este trabalho consistiu no desenvolvimento e validacdo de um método de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
em Sequéncia (CLAE-EMS) que foi empregado na quantificagdo simultanea dos
niveis séricos de retinol e acido retindico em pacientes com doenca hepatica
cronica. A razao entre as concentracfes séricas destes retindides foi investigada
como potencial biomarcador de dano hepético.

A extracdo em fase sélida em linha foi utilizada para isolar os analitos a
partir da matriz biolégica, seguida pela injecéo direta dos extratos na coluna ACE
AQ® C18 15 cm x 4,6 mm x 5 um com elui¢do isocrética, utilizando como fase
moével 95% de uma mistura de acetonitrila:metanol (55:45 v/iv) e 5% de tampao
acetato de amoénio 0,01 M pH 6,9, ambas com adicdo de 0,1% de acido férmico.
Foi utilizado, como padréo interno, o acetato de retinila. Os retindides foram
quantificados em monitoramento das reacbes multiplas (MRM), em modo
eletrospray positivo, utilizando as transicdes m/z 269 — 93, para o retinol e m/z
301 — 205, para o acido retindico. A validacdo seguiu 0s parametros
preconizados pela Resolucdo-RE N° 899 de 29 de maio de 2003 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, tendo o método apresentado precisédo, exatidao,

linearidade e limite de quantificacdo adequados a aplicabilidade do mesmo.
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As concentracdes séricas de retinol, 4cido retindico e a razdo entre as
concentragcfes destes retindides foram determinadas cinco e sete horas apés a
administragao de uma dose de 1500 Ul ou 2500 Ul de palmitato de retinila e
foram correlacionadas com marcadores de lesdo hepética, alanina
aminotransferase — ALT e aspartato aminotransferase — AST, e de funcéo
hepética, tempo e atividade de protrombina — TAP, bilirrubina total — BT e
albumina.

Os niveis séricos de retinol se correlacionaram negativa e
significativamente com BT (p=0,038), no tempo de cinco horas apds a
administracdo da dose de 2500 Ul de palmitato de retinila. A razéo retinol / acido
retindico séricos se correlacionou negativa e significativamente com as
concentracbes de albumina sérica nos tempos de cinco e sete horas (p=0,047 e
p=0,023, respectivamente), apds a dose de 2500 Ul de palmitato de retinila e,
também, positivamente com os niveis séricos de ALT e AST (p=0,021 e p=0,041,
respectivamente), no tempo de cinco horas apés a dose de 2500 UI,
apresentando-se como um potencial marcador de funcdo e lesdo hepatocelular

em pacientes com doenca hepética cronica.
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ABSTRACT

COSTA, Edlaine Rijo. Development and Validation of method by High
Performance Liquid Chromatography coupled with Tandem Mass
Spectrometry for Simultaneous Quantification of Retinol and Retinoic Acid
in Patients with Chronic Liver Disease. Rio de Janeiro, 2010. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

This work consisted in the development and validation of a method by High
Performance Liquid Chromatography coupled with Tandem Mass Spectrometry
(HPLC-MS) that was used in the simultaneous quantification of the serum levels of
retinol and retinoic acid in patients with chronic liver disease. The ratio between
the serum concentrations of these retinoids was investigated as potential
biomarker of hepatic damage.

The on-line solid phase extraction was used to isolate the analytes from the
biological matrix, followed by the direct injection of extracts into an ACE AQ® C18
15 cm x 4.6 mm x 5um column with isocratic elution, using as mobile phase 95%
of a mixture of acetonitrile: methanol (55:45 v/v) and 5% of 0.01 M ammonium
acetate buffer pH 6.9, both with the addition of 0.1% formic acid. It was used, as
internal standard, the retinyl acetate. Retinoids were quantified in multiple reaction
monitoring (MRM) with positive eletrospray, using m/z 269 - 93 transition for
retinol and, m/z 301 - 205 transition for retinoic acid. The validation followed the
parameters established by Resolution number 899 of May 29", 2003 of the
National Agency of Sanitary Surveillance. The method presented precision,

accuracy, linearity and limit of quantification appropriate for its applicability.
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The serum concentrations of retinol, retinoic acid and the ratio between
concentrations of these retinoids were determined five and seven hours after
administration of a dose of 1500 IU or 2500 IU of retinyl palmitate and were
correlated with markers of liver injury, alanine aminotransferase — ALT and
aspartate aminotransferase - AST and, markers of liver function, prothrombin time
and activity — PTA, total bilirubin — TB and albumin.

Serum levels of retinol were significantly and negatively correlated with TB
(p=0.038), in the time of five hours after the administration of a dose of 2500 IU of
retinyl palmitate. The ratio retinol / retinoic acid was significantly and negatively
correlated with the concentrations of serum albumin in times of five and seven
hours (p=0.047 and p=0.023, respectively), after the dose of 2500 IU of retinyl
palmitate and, also, positively correlated with serum levels of ALT and AST
(p=0.021 and p=0.041, respectively), in the time of five hours after the dose of
2500 IU, presenting as a potential marker of hepatocellular injury and function in

patients with chronic liver disease.
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ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AH — acido hialurbénico
ALT — alanina aminotransferase
Anvisa — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

APl — do inglés, “atmospheric pressure ionization”, ou ionizagdo a presséo

atmosférica

APCI — do inglés “atmospheric pressure chemical ionization”, ou ionizagéo

quimica a pressao atmosférica

APPI — do inglés, “atmospheric pressure photoionization”, ou fotoionizagdo a

pressdo atmosférica

AST — aspartato aminotransferase
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1.1 Doenca Hepatica Crbnica — Hepatite, Cirrose Hepéatica e Carcinoma

Hepatocelular
1.1.1 Definicbes

Hepatite, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), é uma
inflamacé&o do figado mais freqiientemente causada por infeccao viral.

As hepatites virais sdo doencas provocadas por diferentes agentes
etiolégicos, sendo os mais relevantes, o virus da hepatite A (VHA), o virus da
hepatite B (VHB), o virus da hepatite C (VHC), o virus da hepatite D (VHD) e o virus
da hepatite E (VHE). Esses virus apresentam tropismo primario pelo tecido hepatico
e caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais distintas (BrRASIL, 2005a,
2008a).

Quando a reacao inflamatoria do figado, nos casos agudos sintomaticos ou
assintomaticos, persiste por mais de seis meses, considera-se que a infeccédo esta
evoluindo para a forma crénica (BrAsSIL, 2005a). Os sintomas, quando presentes,
sdo inespecificos, predominando fadiga, mal-estar geral e sintomas digestivos.
Somente 20 a 40% dos casos tém histdria prévia de hepatite aguda sintomética. Em
uma parcela dos casos crbnicos, ap0s anos de evolucdo, pode aparecer cirrose,
com surgimento de ictericia, edema, ascite, varizes de esdfago e alteracdes
hematoldgicas (BRASIL, 2005c).

Geralmente, o tratamento das hepatites A e E resulta em recuperagcao
completa, ndo existindo casos de hepatite cronica pelo VHA e VHE. Os virus B, C e
D sao aqueles que tém a possibilidade de cronificar.

A frequéncia de cronificacédo é influenciada pela idade em que o paciente se
infecta. Aproximadamente 90% dos neonatos e 50% das criangcas se tornardo
cronicamente infectadas pelo VHB, enquanto que em pessoas adultas infectadas
com o mesmo virus, 5 a 10% evoluem para a forma cronica da doenca (BRASIL,
2008a). Ja com relacdo ao VHC, cerca de 80% das pessoas que se infectam,
desenvolvem hepatite cronica (BRAsIL, 2008b), sendo que, em média, 20 a 25%
destas podem evoluir para as formas histoldgicas graves ou cirrose no periodo de 20
anos, caso nao haja intervencao terapéutica. Dentre os cirréticos cerca de 1-5%

desenvolvem cancer primario de figado (FocAccia, 2003).
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O alcoolismo é outro fator etiologico bastante comum de hepatopatias
cronicas (GONCALVES et al.,, 2006; MINnCIS & MINcCIS, 2006). Existem trés formas
principais da doenca: esteatose hepatica, hepatite alcoodlica e cirrose, podendo com
freqiéncia as trés lesbes coexistirem no mesmo paciente, ja que representam
etapas evolutivas de um mesmo processo patolégico. Na primeira etapa, o aspecto
histoldgico caracteristico € a esteatose, depois predominam a necrose e inflamacéo,
com surgimento de fibrose (hepatite alcodlica), que nas fases mais avancadas leva a
formacdao de cirrose (GONCALVES et al., 2006).

A cirrose hepética é uma doenca cronico-degenerativa, considerada o estagio
final das diversas hepatopatias cronicas, onde ocorre a conversao da arquitetura
hepéatica normal em nodulos regenerativos no parénquima hepatico que séao
encapsulados por septos fibrosos gerando uma cicatriz (PINzaNI & RoMBoOUTS, 2004;
BRANDAO et al., 2006; ScHUPPAN & AFDHAL, 2008). Esta cicatriz produz disfuncao
hepatocelular e bloqueia o fluxo de sangue através do o6rgdo, diminuindo a
capacidade que o figado tem de processar nutrientes, horménios, farmacos e
toxinas, e também reduzindo a capacidade do mesmo em produzir proteinas e
outras substancias, o que resulta em hipertensdo portal e insuficiéncia hepatica
(BATALLER & BRENNER, 2005; GRESSNER et al., 2007).

O alcool e as hepatites virais B e C permanecem como as principais causas
de cirrose em todo o mundo, porém outras etiologias menos frequentes incluem as
causas metobdlicas (hemocromatose, Doenca de Wilson, deficiéncia de a1-
antitripsina, diabete melito, etc.), os disturbios auto-imunes (hepatite auto-imune tipo
1 e tipo 2), as colestases cronicas (cirrose biliar primaria, colangite esclerosante
primaria, atresia de vias biliares, etc.), alguns farmacos (amiodarona, metotrexato,
oxifenizatina) e a obstrucdo ao efluxo venoso hepético (doenga veno-oclusiva,
sindrome de Budd-Chiari, etc.) (FocAccla, 2003).

O carcinoma hepatocelular (CHC) € um dos tumores malignos mais comuns
no mundo. Varias causas podem contribuir para seu desenvolvimento, porém um
fator comum € sua associacdo com a doenca hepatica crénica, mais frequientemente
cirrose, que € observada em cerca de 70-80% dos CHC, sendo esta considerada

uma condicéo pré-neoplasica (OKUDA, 2007).
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1.1.2 Aspectos Epidemioldgicos

A incidéncia das hepatites cronicas e cirrose hepatica, na populacdo atual,
nao podem ser exatamente descrita

porque essas doencas, muitas vezes, apresentam curso clinico silencioso,
podendo permanecer sem apresentar sintomas por um longo periodo de tempo
(VALKOVA, 2002).

Entre as cinco hepatites virais conhecidas, as mais importantes sao as
causadas pelo VHB e VHC e, isso se deve a combinacdo de dois fatores, um de
natureza epidemiolégica e outro de natureza clinica. Epidemiologicamente, a
relevancia dessas doencas deve-se a larga distribuicdo geografica e ao grande
namero de individuos infectados, em praticamente todos os paises do mundo. Do
ponto de vista clinico, ambas apresentam elevado potencial de cronificacédo, estando
intimamente associadas ao aparecimento de graves afeccdes hepdticas,
destacando-se a cirrose e o carcinoma (PAssos, 2003).

A distribuicdo das hepatites virais € universal, sendo que a magnitude dos
diferentes tipos varia de regido para regido, inclusive entre os diferentes estados
brasileiros (BRASIL, 2008a).

A OMS estima uma prevaléncia de cerca de 3% da populagcdo mundial ou,
aproximadamente, a existéncia de cerca de 170 milhdes de portadores crbénicos do
VHC (BRrRAsIL, 2005c), fato que tem levado as autoridades de saude publica a
considerar a hepatite C como a grande pandemia do século XXI (PAssos, 2003).

No Brasil, ndo se conhece, ao certo, a prevaléncia da infeccdo pelo VHC.
Com base em dados de hemocentros de pré-doadores de sangue, em 2002, a
distribuicdo variou entre as regides brasileiras: 0,62% no Norte, 0,55% no Nordeste,
0,28% no Centro-Oeste, 0,43% no Sudeste e 0,46% no Sul. Um dos poucos estudos
de base populacional realizado em nosso meio revelou 1,42% de portadores de anti-
VHC, na Cidade de Sao Paulo. O Brasil € considerado um pais de endemicidade

intermediéaria para hepatite C (figura 1) (BRASIL, 2008b).
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Prevaléncia de anti-VHC

- Alts
B ntermadisra
B 2s0e

[[] Desconnecids

Figura 1. Mapa de prevaléncia mundial de Hepatite C (BRASIL, 2008b).

Estima-se que mais de 2 bilhGes de pessoas ja foram infectadas pelo VHB em
alguma época de suas vidas e que existam cerca de 350 milh6es de portadores
cronicos da hepatite pelo virus B em todo o mundo. A prevaléncia global da infeccéo
cronica pelo VHB varia amplamente, desde regides de alta prevaléncia (>8%, na
Africa, Asia, Pacifico Ocidental e norte do Brasil), média (2-7%, no Leste e Sudeste
da Europa, e nordeste do Brasil) até baixa prevaléncia (<2%, na Europa Ocidental,
América do Norte e Austrdlia, sul e sudeste do Brasil) (Figuras 2 e 3). Em regides de
alta prevaléncia do VHB, o CHC decorrente desta infeccéo esté entre as trés causas

mais frequente de morte por cancer. (FOCACCIA, 2003).

Prevaléncia de HBsAg

B Ata 8%
[ intermedtaria 2-7%
Baba <2%

Figura 2. Mapa de prevaléncia mundial de Hepatite B, onde HBsAg é a antigeno de superficie do
virus da Hepatite B (BRASIL, 2008b).
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W Ahta (3% ou mals)
B Moderada (2 3 8%)
B Bawxa (123 2%)

[ muito balxa (<1%)
[1 Pouco conhecida

Figura 3. Mapa de prevaléncia de Hepatite B no Brasil, segundo unidade federada (BRASIL, 2008b).

Com relacao a hepatite alcodlica, a maior parte dos casos € assintomatica ou
oligossintomatica, assim a real incidéncia da mesma € desconhecida. Na literatura,
h&4 dados sobre frequéncia da doenca em grupos heterogéneos submetidos a
bidpsia hepética. Os resultados desses estudos indicam que o &lcool pode
representar até 50% de todos os casos de cirrose, porém existindo grandes
diferencas geograficas. Em estados onde o consumo de &lcool é muito grande, a
cirrose alcodlica pode representar até 90% de todas as cirroses (VALKOVA, 2002).

O CHC é uma das dez neoplasias malignas mais comuns em todo o mundo,
com uma incidéncia de cerca de quinhentos mil novos casos por ano (CoNTE, 2000;
DiAs, 2003). Ele também é considerado pela OMS como um importante problema de
saude publica, por ser um dos tumores malignos com maior letalidade e com uma
sobrevida extremamente curta.

A incidéncia do CHC varia muito de acordo com a regido do globo terrestre,
podendo os paises ser divididos em areas de alta, intermediaria e baixa incidéncia.

O Brasil é considerado um pais de incidéncia intermediaria (FOCAcclA, 2003).
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1.1.3 Fibrogénese e Progresséao para Cirrose e Carcinoma Hepatocelular

O figado é formado pelas células parenquimais (hepatdcitos) e quatro tipos de
células néo-parenquimais: as ceélulas endoteliais que limitam os sinusodides; as
células de Kupffer ou macréfagos hepaticos; células pit ou células natural killer
associadas ao figado e células estreladas perisinusoidais (BLOMHOFF & WAKE, 1991).

O tecido conectivo do figado normal consiste de dois componentes basicos:
células especializadas e matriz extracelular (ME). O componente celular sdo o0s
fibroblastos, enquanto que a ME pode ser dividida em estruturas fibrosas e massa
interfiborosa amorfa. A ME hepética é formada por trés diferentes grupos de
macromoléculas:

- colagenos (tipo |, 111, IV e VI);

- glicoproteinas nao colagenosas (fibronectina, laminina, entactina/nidogénio,
tenascina, undulina);

- proteoglicanos (perlecano, sindecano).

Glicosaminoglicanos (acido hialurénico (AH), sulfato de condroitina e sulfato
de dermatano) representam uma parte dos proteoglicanos (VALKOVA, 2002; ROCKEY
& FRIEDMAN, 2006).

No figado, existe ainda o espaco subendotelial de Disse que, é determinado,
de um lado, pela superficie ndo-luminal das células endoteliais dos sinuséides e, do
outro lado, sua borda é representada pela membrana dos hepatécitos com
microvilosidades (VALKOVA, 2002).

A fibrose hepatica € a deposicédo excessiva de proteinas de ME, que ocorre
em muitos tipos de doencas hepaticas. O processo fibrogénico € iniciado através da
capilarizagdo dos sinusdides, onde ocorre a redugdo do numero e tamanho dos
poros nas células endoteliais; desenvolvimento de membranas basais e acumulagéo
de componentes da ME (colagenos tipos I, Ill, IV e VI, fibronectina; laminina; AH;
tenascina e undulina) no espaco subendotelial de Disse que é conhecida como
fiborose perisinusoidal (figura 4) (REeVES & FRIEDMAN, 2002; VALKOVA, 2002;

BATALLER & BRENNER, 2005; ROCKEY & FRIEDMAN, 2006; GRESSNER et al., 2007).
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Hepatdcito

Célula hepatica estrelada
: Célula endotelial sinusoidal
Célula de Kupffer

Ldmen sinusoidal com resisténcia
normal ao fluxo sanguineo

Linfécito infiltrando

Proteinas de matriz extracelular
Hepatdcito apoptdtico

Célula de Kupffer ativada

Ldmen sinusoidal com aumento da
resisténcia ao fluxo sanguineo

Fiéado com
fibrose avangada

Figura 4. Mudancas na arquitetura hepética normal (A) associada com fibrose hepética avancada (B)
(BATALLER & BRENNER, 2005).

A acumulacao de tecido fibrético no espaco subendotelial de Disse causa
deterioracdo de suplemento de oxigénio e substancias nutricionais aos hepatdécitos,
0 que pode levar a necrose dos mesmos com intensificacdo do processo de
fibrogénese. A capilarizacdo dos sinusodides limita a troca normal de substancias
entre o plasma e as células hepaticas e, entdo, representa a principal causa de
deterioracdo dessas células e desenvolvimento de fibrose hepética ou cirrose.
Simultaneamente, através de receptores especificos de membrana ocorrem
interacdes entre os componentes da ME e os hepatdcitos, o que pode levar a
alteracdes na expressdo genética dos mesmos, levando a perda de suas funcdes. A
deposicdo de colageno no espaco de Disse leva ao estreitamento do lumen dos
sinusdides e ao aumento da resisténcia vascular, que contribui para o
desenvolvimento da hipertensédo portal (GRESSNER et al., 2007).

A fibrogénese hepéatica culmina com o desenvolvimento da fibrose
caracterizado por:

- aumento de 3 a 6 vezes da maioria das moléculas de ME, tanto de natureza
colagenosa quanto ndo-colagenosa,;

- elevacéo desproporcional de alguns componentes da ME, incluindo alguns

tipos de colageno, proteoglicanos e glicoproteinas estruturais;
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- pequenas mudancas na microcomposi¢ao de moléculas especificas da ME,
por exemplo, o grau de hidroxilacdo das cadeias alfa do coladgeno e o grau de
sulfatacao dos glicosaminoglicanos e,

- redistribuicdo de ME no figado injuriado levando a deposi¢cdo subendotelial
de tecido conectivo no espaco de Disse (VALKOVA, 2002).

A fibrose hepética é formada nao somente como consequéncia das mudancas
de secrecdo de matriz, mas também por causa das alteracdes na sua degradacao, o
que leva a perda do balanco dindmico funcional entre fibrogénese e fibrélise. As
metaloproteinases de matriz (MPM) e seus inibidores teciduais especificos (ITMP —
inibidor tecidual de metaloproteinases), bem como as enzimas que ativam algumas
metaloproteinases latentes, participam na degradacdo da ME hepatica (VALKOVA,
2002).

O inicio da fibrose é usualmente insidioso e a maior parte dos casos de
morbidade e mortalidade ocorre depois do desenvolvimento da cirrose, que na maior
parte dos pacientes, ocorre em um intervalo de 15-20 anos. A fibrose hepética pode
progredir rapidamente para cirrose em varias condi¢des clinicas, incluindo episodios
repetidos de hepatite alcodlica aguda, hepatite subfulminante e colestase em
pacientes com reinfeccdo de VHC ap6s o transplante de figado. As principais
complicacBes clinicas da cirrose incluem ascite, faléncia renal e encefalopatia
hepética (EH). Pacientes com cirrose podem permanecer livres de suas principais
complicacBes por varios anos (cirrose compensada). Ja a cirrose descompensada é
associada com sobrevivéncia curta e o transplante de figado é indicado como Unica
terapia efetiva (BATALLER & BRENNER, 2005).

A principal causa da fibrogénese é a injuria celular hepatica (necrose e
apoptose) com consecutivas reagdes inflamatérias, que ativam um tipo especial de
célula ndo-parenquimal localizada no espaco subendotelial na vizinhanca dos
hepatdcitos. Essas células, conhecidas como ceélulas estreladas hepaticas, células
Ito, lipdcitos, células perisinusoidais ou células estoque de vitamina A, compreendem
cerca de 1,4% do volume total do figado e representam uma razdo de 4-6
células/100 hepatdcitos. Elas estdo principalmente relacionadas com o estoque de
aproximadamente 80-90% dos retindides no figado normal, mas em condi¢cGes de
doenca, sdo ativadas a se diferenciarem em células similares aos miofibroblastos,

gue sdo capazes de expressar e secretar quase todos os elementos do tecido
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conectivo (colageno, elastina, glicoproteinas estruturais, proteoglicanos e AH)

representando a matriz do figado fibrosado (figura 5) (BATALLER & BRENNER, 2005).
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Figura 5. Seqiiéncia patogénica da ativacdo fibrogénica das células estreladas hepéticas a
miofibroblastos, levando a fibrose e cirrose (GRESSNER et al, 2007).

A ativacdo das células estreladas, que € o evento central da fibrogénese,
inclui:

(a) estimulacdo de sua proliferacdo celular e transformacéo fenotipica de
célula estrelada para miofibroblastos que produzem componentes de ME;

(b) aumento da expressdo de quase todos os genes que codificam proteinas
de ME e,

(c) desenvolvimento da capacidade de contracdo nas células estreladas, que
contribui para limitar o fluxo sanguineo e para a hipertenséo portal (VALKOVA, 2002).

Além das células estreladas, o influxo de fibrocitos derivados da medula
O0ssea para o tecido hepatico inflamado e a produgdo de matriz por fibroblastos
portais e células epiteliais biliares também contribuem em menor parte na formacéo
da cicatriz tecidual. Os miofibroblastos ndo s6 produzem um amplo espectro de
componentes da ME, mas também citocinas pro-fibrogénicas e enzimas, que
regulam o catabolismo de colageno e de outros componentes de matriz como MPM
e seus respectivos inibidores teciduais (ITMP) (GRESSNER et al., 2007).

O processo de ativacdo das ceélulas estreladas e sua diferenciagdo em

miofibroblastos é realizado através de interacbes das mesmas com células de
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Kupffer, hepatdécitos, células endoteliais sinusoidais, plaquetas e linfocitos, sendo
mediada pela estimulagdo paracrina com secrecdo de fatores de crescimento,
citocinas e espécies reativas de oxigénio (EROS) (GRESSNER et al., 2007).

Os principais fatores fibrogénicos liberados pelas células hepéaticas séao o fator
de crescimento transformador alfa (TGF-a) e beta (TGF-B), o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e o fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF). Além
desses, séo liberados, ainda, endotelinas (ET), fibronectina celular, interleucinas (IL),
fator de crescimento tipo insulina (IGF), fator estimulador de col6nia para macréfago
(M-CSF) e proteina quimiotatica para monocito 1 (MCP-1) (Quadro 1) (REEVES &
FRIEDMAN, 2002; VALKOVA, 2002; BATALLER & BRENNER, 2005; GRESSNER et al, 2007).

Quadro 1. Mediadores paréacrinos envolvidos na ativacéo da célula estrelada hepatica

Fonte Celular Mediador Paracrino
Hepatdcitos Perdxidos lipidicos, TGF-B, TGF-q, IL-6, IGF-1, M-CSF, GM-CSF
Células de Kupffer Peroxidos lipidicos, TGF-B, TGF-q, IL-6, TNF-a, PDGF, gelatinase-B
Células Endoteliais TGF-B, ET-1, PDGF, fibronectina celular

Plaquetas PDGF, TGF-B, IGF
Linfocitos TGF-aq, interleucinas
Monécitos TNF-a, TGF-B, PDGF

Adaptado de REEVES & FRIEDMAN, 2002.

O TGF-B é considerado a principal citocina na fibrogénese do figado e de
outros oOrgaos. Ele ndo sé estimula a sintese da ME, como inibe a degradacéo da
matriz, pela redugcdo da sintese de MPM; aumenta a concentracdo de inibidores de
proteases; estimula a migracdo quimiotatica e motilidade de fibroblastos e monécitos
e aumenta a expressado de outros fatores de crescimento e receptores para

componentes da ME (VALKOVA, 2002).

1.2 Figado e Retindides
1.2.1 Retindides — Defini¢do e Caracteristicas

Segundo a Comissdo de Nomenclatura Bioquimica da International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC), retindides sdo substancias formadas por

quatro unidades isoprendides unidas de maneira cabeca-cauda. Outras definicdes
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consideram os retindides como subsancias que possuem efeitos biolégicos similares
ao retinol, mas ndo necessariamente relacdo estrutural com este (Wyss, 1995,
GUNDERSEN & BLOMHOFF, 2001).

Na estrutura molecular de um retindide natural € possivel identificar trés
partes fundamentais: um anel de 6 carbonos, uma cadeia poliénica e um grupo
funcional terminal polar com carbonos e oxigénio (figura 6). De acordo com a
estrutura, trés geracdes de retindides podem ser estabelecidas (Roos et al, 1998;
SILVA & BARBOSA, 2008):

- retinéides ndo aromaticos - 1° geracao (p- caroteno — pré-vitamina A,
retinol, ésteres de retinila, retinaldeido, acido retindico, acido 13-cis-retindico,
entre outros);

- monoaromaticos - 2° geracao (etretinato, acitretina, motretinida)

- poliaromaéticos - 3° geracao (adapaleno, tazarodeno)

&3
CH,OH

CHO

N

(b)

AN X COOH

()
Figura 6. Estrutura quimica do retinol — vitamina A (a), retinaldeido (b) e acido retindico (c).

Os retindides aparecem como cristais amarelos ou, as vezes, na forma de
0leo, como € observado para os ésteres de retinila de cadeia longa. A faixa de
polaridade e solubilidade dos vérios retindides varia de solavel a insoluvel em
solventes polares como a agua e vice-versa em solventes apolares como hexano.
Para os retindides ionizaveis, como o acido retinoico, a solubilidade depende do pH
do solvente. O acido retindico em seu pKa 6-8 é altamente soluvel em agua.
Retindides apolares como os ésteres de retinila sdo pouco sollveis em solventes

polares como metanol e acetonitrila
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Os retindides sdo termolabeis, fotosensiveis e facilmente atacados por
oxidantes. Estas caracteristicas estdo ligadas principalmente a sua cadeia poliénica,
que contém varias ligagdes duplas carbono-carbono em conjugacéo.

Os retindides naturais e a primeira geracdo sao menos estaveis que os de
segunda geracdo. A terceira geracdo possui menos problemas de estabilidade,
porém mesmo assim precaucdes devem ser tomadas durante a colheita, estoque e
andlise das amostras biolégicas, para evitar sua oxidagdo e isomerizacdo (WYss,
1995).

Os retindides sédo reguladores fisioldgicos de um grande numero de
processos bioldgicos incluindo desenvolvimento embrionario, visdo, reproducéo,
formacdo dos o0ssos, metabolismo, hematopoiese, diferenciacdo, proliferacdo e
apoptose celular (TziMAS & NAU, 2001; SHIOTA et al., 2006).

Embora, a deficiéncia de vitamina A esteja associada com a alta incidéncia e
o aumento da susceptibilidade ao cancer e os retindides estejam sendo usados
como farmacos para terapia desta doenca, a aplicabilidade dessa classe de
substancias é limitada pela sua atividade teratogénica. Além disso, o uso de doses
excessivas de vitamina A pode produzir uma sindrome de toxicidade caracteristica
chamada de hipervitaminose A que € observada depois da ingestdo de mais de 500
mg de retinol para adultos. Seus sinais incluem dores de cabeca severas,
hepatomegalia, vomito e descamacdo da pele. Toxicidade cronica pode ser
observada ap6s a ingestao diaria prolongada de mais de 30 mg de retinol ou durante

0 uso clinico de retinodides sintéticos (TzIMAS & NAu, 2001).

1.2.2 Metabolismo dos Retindides nos Hepatécitos

O figado € o principal 6rgéo responsavel pelo armazenamento, metabolismo e
distribuicdo da vitamina A para os tecidos periféricos (HENDRIKS et al., 1993; DAWSON
et al., 2000). Dentre os varios tipos de células que compdem este 6rgdo, dois estdo
diretamente envolvidos no metabolismo do retinol — hepatdcitos e células estreladas
(BLOMHOFF, 1987; BLOMHOFF, 1994).

O inicio do metabolismo dos retindides ocorre no lumen intestinal, onde os
ésteres de retinila provenientes da dieta sdo emulsificados com sais biliares e
hidrolisados a retinol, por varias enzimas pancreéticas e hidrolases de ésteres de

retinila (REH), antes da sua absorcéo (BLOMHOFF, 1994).
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No enterdcito, o retinol liga-se a proteina celular ligadora de retinol (cellular
retinol binding-protein Il — CRPBII) e este complexo é esterificado pela enzima
lecitina:retinol aciltransferase (lecithin: retinol acyltransferase — LRAT). Os ésteres de
retinila formados sdo, entédo, incorporados aos quilomicrons (QM), os quais entram
na circulacdo linfatica e migram para circulacdo sangiinea, onde varios processos
bioquimicos como hidrélise de triacilgliceréis e permuta de apoproteinas ocorrem,
resultando em quilomicrons remanescentes (QMr) (BLOMHOFF, 1994; CHANG, 1994).

Os QMr sédo captados pelas células parenquimatosas hepaticas, onde os
ésteres de retinila sdo hidrolisados pelas enzimas REH, localizadas na membrana
plasmatica ou nos endossomas, resultando na formacao do retinol.

O retinol assim formado pode seguir diferentes caminhos: (1) se ligar a
proteina carreadora de retinol (RBP) e ser liberado para a circulagdo sangtuinea; (2)
ser oxidado até acido retinoico; (3) ser metabolizado, assim como o acido retindico,
em formas mais polares, pelo sistema enzimatico citocromo P450; (4) ou entdo ser
transportado para as células estreladas, onde sera armazenado (Ross &
ZOLFAGHARI, 2004) (figura 7). O estado nutricional de vitamina A do individuo

determina a via a ser seguida.

Figado Capllar ROH = Retinol
e~ Sangilineo RE = éster de retinol
CELULA PARENQUIMAL €M = quilomicron
} @ CMR = quilomicron remanescente
RBP = proteina ligante de retinol
TIR = transtirretina

RAR = receptor de ac. retindico

%
CELULA ESTRELADA \\ RA = acido retindico
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RBP-ROH
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Figura 7. Absorcao, transporte e metabolismo de retindides (SENNO, 2004).

O acido retindico é formado através da oxidacdo do retinol ao retinaldeido
seguido por oxidacao do retinaldeido ao acido retindico. Controveérsias existem sobre

a identidade das enzimas que catalisam essas reagbes in vivo. Alguns autores
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sugerem que o retinol é convertido ao retinaldeido por uma alcool desidrogenase
microssomal de cadeia curta e o retinaldeido gerado €, entdo, oxidado ao &cido
retindico por uma via citossolica catalisada por uma aldeido desidrogenase
dependente de NAD. J& alguns estudos ligam uma via NADPH-dependente,
catalisada por isoformas do citocromo P450 (CYP) a formac&do do acido retindico
(Ross, 1993). Dentre os CYPs humanos, os mais eficientes para a oxidacdo do
retinaldeido ao acido retindico sdo CYP 1A1, 1A2, 1B1, 3A4 e 3A5 (CHEN et al.,
1999; ZHANG et al., 1999; MARRIL et al., 2002).

Muitas vias tém sido propostas para a biossintese de outros retindides
derivados do &cido retindico. O acido retindico pode se isomerizar in vitro e in vivo a
seus estereoisomeros 9-cis- e 13-cis-acido retindico. Numerosos metabdlitos de
acido retindico e seus isdbmeros sdo formados como resultado de reacdes de
oxidacdo ou conjugacéo. Isoformas especificas do citocromo P450 sao capazes de
catalisar a oxidacdo do acido retindico as formas 4-hidroxi, 18-hidroxi e 4-oxo de
metabolitos (TziMAS & NAu, 2001).

Os CYPs humanos 3A4/5, 2B6, 2C8, 2A6 e 2C9 estdo envolvidos no
metabolismo do acido retindico aos seus isdbmeros 9-cis-, 4-hidroxi-9-cis- e 4-0x0-9-
cis-acido retindico. Os CYPs 3A4/5, 2B6, e 2C8 cooperam na formacdo do
metabdlito 13-cis-acido retindico, enquanto os CYPs 2A6, 2C8 e 2B6 cooperam para
a formacdo do 4-hidroxi-13-cis e 4-oxo0-13-cis-acido retindico. (NADIN & MURRAY,
1999; MARRIL et al., 2000; MCSORLEY & DALI, 2000; MARRIL et al., 2002).

2.2.3 Metabolismo dos Retindides na Fibrose Hepatica

Newsome e colaboradores (2000) mostraram que 0s niveis séricos de retinol
estdo baixos em pacientes com doenca hepatica crénica e este decréscimo esta
diretamente relacionado com a progresséo da doenca hepética, refletindo a perda de
ésteres de retinila das células estreladas. Além disso, para graus similares de Child-
Pugh, os niveis séricos de retinol sdo significativamente menores em pacientes que
possuem CHC associado a cirrose, quando comparados com aqueles que possuem
apenas cirrose.

Existem vérias possiveis explicagfes para a diminuicdo dos niveis séricos de
retinol na doencga hepética cronica, entre elas estdo a sintese defeituosa de proteina

ligadora de retinol (RBP) que evita a mobilizacao de retinol do figado para tecidos
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periféricos (MAioO et al.,, 2000) e a absorcdo de retinol da dieta que pode estar
prejudicada, explicando porque 0s niveis estéo significativamente mais reduzidos em
pacientes com doenca hepdética colestatica, cujo quadro cursa com ma-absorcao
cronica de gordura e vitaminas lipossolUveis (NEwSOME et al., 2000).

Tem sido sugerido que os niveis de retinol possam ser usados para monitorar
a progressdao da doenca hepatica crbnica e, isto é possivel porque as células
hepéticas estreladas que sao ricas em retindides e que produzem albumina sdo
ativadas a miofibroblastos enquanto o figado passa pela transformacéo fibrética
durante a cirrose. Os miofibroblastos perdem o conteudo de retinol, bem como a
capacidade de produzir albumina e Newsome e colaboradores (2000) encontraram
correlagdo (p<0,0188) entre os valores de retinol e albumina que é um marcador de
funcdo hepatica.

O principal assunto néo resolvido sobre o papel do retinol e seus derivados,
na fibrose hepatica, tem sido os mecanismos de perda intracelular e como essa
perda pode facilitar a ativacéo celular e a fibrose hepética. Os retindides modulam a
atividade do TGF-B que, no figado, € a citocina fibrogénica mais potente,
estimulando a producéo de colageno que, por sua vez, suprime o crescimento dos
hepatécitos (OkuNO et al., 1999).

O acido retindico exacerba a fibrose hepética, pelo menos em parte, pela
ativacdo e producdo de TGF-B no figado pelas células estreladas (OkuNoO et al.,
1997).

A perda dos ésteres de retinila observados na fibrose pode ser em parte
resultante da rapida conversdo a acido retindico e aos seus subseqlentes
metabdlitos: 9-cis- acido retindico, 13-cis-acido retindico e 9,13-di-cis-acido retindico.
Okuno e colaboradores (1999) observaram um aumento de 58% e 114% na geragao
de &cido retindico e 9,13-di-cis-acido retindico, respectivamente, em figados
fibrosados de ratos.

Como o 9,13-di-cis-acido retindico é o principal produto que se forma da
isomerizacdo in vivo do 9-cis-acido retindico, a elevacdo de 9,13-di-cis-acido
retindico implica que o metabolismo de retindides pode estar estimulado e que o
acido retindico e subseqlientemente o 9-cis-acido retindico podem ser gerados
durante o desenvolvimento da fibrose. Isto sugere que o aumento de acido retindico

€ mais relevante e que a elevacdo observada em 9,13-di-cis-acido retindico
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meramente reflete o aumento de acido retindico e 9-cis-acido retindico preé-

existentes.

1.3 Métodos de Avaliacado de Lesao e Funcao Hepatica

Testes sorolégicos sdo importantes por serem ndo invasivos, porém,
freqientemente, apresentam limitacbes na avaliacdo de pacientes com ou sem
sintomas de doencas hepaticas. Comumente é utilizado erroneamente o termo teste
de funcéo hepatica, para ensaios que medem lesédo hepatocelular. Os verdadeiros
testes de funcéo hepética sdo aqueles que avaliam a sintese de proteinas, como
albumina e fatores de coagulacdo ou a capacidade do figado em metabolizar
substancias como farmacos (ROCHILING, 2001).

Um marcador de fibrose n&o invasivo ideal deve:

(a) ser especifico para o figado;

(b) apresentar niveis que ndo devem ser influenciados pelas alteracbes
renais ou reticuloendoteliais;

(c) avaliar um ou mais dos seguintes processos: estagio de fibrose, atividade
de deposicao ou remocao de matriz;

(d) apresentar metodologia de quantificacdo simples (AFDHAL & NUNES, 2004).

1.3.1 Biopsia Hepatica

A bidpsia hepatica com consecutiva avaliacdo histolégica é considerada o
método padrdo-ouro para a avaliacdo da fibrose hepatica. Exames histolégicos séo
Uteis na identificacdo das causas das hepatopatias e na determinacdo do grau
necroinflamatorio e do estagio de fibrose através de varios sistemas numéricos
(Knodell, Ishak, METAVIR, Scheuer, Desmet, entre outros) (GRESSNER et al., 2007).

O modelo de Ishak é o mais detalhado, classificando a fibrose em estagios de
zero a seis, significando, o primeiro, auséncia de fibrose, e o ultimo, cirrose

estabelecida (Quadro 2).
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Quadro 2. Classificagao histologica de fibrose hepatica — modelo de Ishak

Estadio Descricéo
FO Auséncia de fibrose
F1 Alargamento de alguns tratos portais por fibrose
F2 Alargamento da maioria dos tratos portais por fibrose
Alargamento da maioria dos tratos portais com pontes freqientes ligando
F3 tratos
Alargamento da maioria dos tratos portais com pontes frequentes ligando
i tratos portais e veias centro-lobulares
F5 Marcante fibrose em ponte e esboco de nédulos
F6 Cirrose

Embora a biépsia seja o procedimento padréo para avaliar a fibrose hepatica,
ela possui alguns problemas:

(a) o método é invasivo podendo causar dor e complicacbes severas que
podem requerer a hospitalizacdo prolongada. A dor é reportada por cerca de 40%
dos pacientes, enquanto as complicacdes severas em 0,5% dos mesmos. A bidpsia
requer hospitalizacdo de 6-18 h;

(b) pode ocorrer amostragem errada. A média de tamanho de uma biépsia é
de 15 mm, o que representa cerca de 1/50.000 da massa do figado;

(c) variabilidade intra- e inter-patologista na avaliacao histoldgica da biopsia e

(d) alto custo. O valor de uma bidpsia sem complicacdes € estimado em US$
1032, enquanto a bidpsia com complicacfes custa cerca de US$ 2745 (AFDHAL &
NUNES, 2004; BATALLER & BRENNER, 2005; BLANC et al., 2005; GRESSNER et al., 2007;
MANNING & AFDHAL, 2008).

Aléem disso, a dinamica evolutiva da doenca hepatica faz com que os
pacientes possam necessitar de bidpsias repetidas e como este procedimento néo é
isento de riscos, torna-se necessario o desenvolvimento de marcadores nao-
invasivos que possam detectar formas avancadas e quantificar fibrose (FOCACCIA,
2003).
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1.3.2 Marcadores Séricos de Fibrose Hepatica
1.3.2.1 Marcadores de Fibrose de Classe |

Esses marcadores sdo componentes da matriz que estdo com sua expressao
constantemente aumentada pela ativacdo das células estreladas, ou que tem sua
liberacdo atrasada devido a disfuncdo metabolica das células de Kupffer ou
subendoteliais sinusoidais ou sdo mediadores que também estdo constantemente
aumentados durante a fibrogénese. Dentre esses marcadores, podemos citar: AH,
peptideo amino-terminal de pré-colageno tipo Il (PIIINP), colagenos tipo | e IV,
laminina, MPM, YKL-40, entre outros (GRESSNER et al., 2007).

- Acido hialurénico

O AH é um glicosaminoglicano sintetizado pelas células estreladas e
degradado pelas células sinusoidais hepéaticas, sendo um importante componente da
ME. Altos niveis de AH em pacientes com doencas hepaticas, particularmente
cirrose, tem sido relatado para a disfuncao das células endoteliais sinusoidais e
podem refletir aumento da fibrogénese. Em ensaios que avaliam apenas um
marcador que reflete a concentracdo de ME, o AH aparece como o melhor teste
individual (MANNING & AFDHAL, 2008).

- Peptideo amino-terminal de pré-colageno tipo I

O PIIINP é possivelmente o marcador de fibrose mais largamente estudado.
Os niveis de PIIINP estédo elevados na hepatite aguda e séo correlacionados com 0s
niveis de aminotransferases. Os niveis desses marcadores refletem o estagio de
fibrose na doenca hepética alcoolica, hepatites virais e cirrose (MANNING & AFDHAL,
2008). Embora bastante pesquisado, o PIIINP tem tido sua aplicacéo clinica limitada
ja que ele ndo € um biomarcador especifico do figado, estando também elevado em
fiborose de pulméo, acromegalia, doencas reumatodides, pancreatites cronicas e

outras enfermidades (GRESSNER et al., 2007).

- Colagenos tipo le IV
Os niveis de colageno tipo | estdo aumentados em todos os tipos de fibrose

hepética, mas ndo em estagios necroinflamatérios. O colageno tipo IV também esta
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elevado em pacientes com hemocromatose com fibrose avancada comparada com
controles normais. Em pacientes com doenca hepética alcodlica, existe uma
significante correlacdo entre os niveis de colageno tipo IV e o estagio fibrotico,

particularmente fibrose periportal (MANNING & AFDHAL, 2008).

- Laminina

A laminina é uma glicoproteina ndo colagenosa sintetizada pelas células
estreladas e depositada na membrana basal do figado. Na injaria hepatica cronica,
0S componentes basais, particularmente laminina, sdo depositados ao redor dos
vasos, no espaco perisinusoidal e no trato portal e, por isso, os valores séricos de
laminina correlacionam-se com 0s niveis de pressao portal tanto em cirréticos, como
em hipertensdo portal causada por outras etiologias (FocAccia, 2003). Os niveis
séricos de laminina e de seu fragmento P1 sdo elevados em pacientes com doenca
hepatica cronica devido ao alcool e hepatites virais. A laminina parece ser superior
ao PIINP, mas inferior ao colageno tipo IV em predizer a fibrose na hepatite viral
cronica (MANNING & AFDHAL, 2008).

- Metaloproteinases de matriz e Inibidores teciduais de
metaloproteinases

As MPMs e os ITMP sdo um grupo de proteinas envolvido no controle da
degradacdo de matriz. As MPMs sdo produzidas intracelularmente e secretadas na
forma de pré-enzima, que requerem clivagem por mecanismos da superficie celular
para atividade funcional. As acdes das MPMs séo inibidas pelas ITMPs. A interacao
entre MPMs e ITMPs é complexa e como essas moléculas agem localmente e tendo
multiplas atividades, incluindo ativacdo de fatores de crescimento, afetando
proliferagédo celular e inibicdo da apoptose, a relacdo permanece nao-clara. A MPM-
2 (gelatinase A) € secretada pelas células estreladas ativadas e esta aumentada na
presenca do colageno tipo I. Pouco € conhecido sobre o papel da MPM-3
(estromelisina) na injuria hepética. A MPM-9 (gelatinase B) € principalmente
secretada pelas células de Kupffer ativadas. Os niveis plasmaticos dessa proteina
estdo aumentados em pacientes com CHC, mas ndo com hepatite crénica ou cirrose
(MANNING & AFDHAL, 2008).
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- YKL-40

YKL-40 € um novo marcador da fibrose hepética. Ele € uma glicoproteina que
parece funcionar como um fator de crescimento para fibroblastos, condrécitos e
células sinoviais e fator de migracdo para ceélulas endoteliais. As bandas
imunohistoquimicas tém demonstrado positividade para YKL-40 em areas de fibrose

hepatica e fibrogénese (MANNING & AFDHAL, 2008).

1.3.2.2 Marcadores de Fibrose de Classe |l

Esses marcadores ndo estdo diretamente relacionados com a patogénese da
fibrose, mas estdo alterados no soro ou plasma de pacientes com fibrose e cirrose.
(GRESSNER et al.,, 2007). Uma grande variedade de marcadores bioquimicos e
combinacdo de parametros podem ser utilizados, porém deve-se fazer a distincédo
entre os marcadores de leséo e funcdo hepatica. Entre os marcadores de fibrose de
classe Il mais utilizados estdo os niveis de aminotransferases, fosfatase alcalina
(FA) e gamaglutamiltransferase (GGT), que na verdade, séo testes de leséo
hepatica e, também, BT, albumina, TAP e imunoglobulinas que sao testes de fungéo

hepatica.

- Bilirrubina total e fracGes

A bilirrubina é formada a partir da lise das hemacias, sendo o pigmento
resultante do catabolismo da hemoglobina. A bilirrubina indireta (ndo-conjugada) &
transportada para o figado ligada a albumina. Ela é insolivel em agua e, portanto,
nao pode ser excretada na urina. A bilirrubina direta (conjugada) € soluvel em agua
e aparece na urina.

No figado, a bilirrubina indireta € conjugada ao acido glicurénico, formando a
bilirrubina direta e, subsequentemente, € secretada na bile e intestino. A flora
intestinal quebra a bilirrubina em urobilinogénio, que é, entdo, reabsorvido e depois
excretado pelo rim na urina ou pelo figado no trato gastrointestinal.

A bilirrubina no soro, normalmente, é encontrada na forma nao-conjugada,
refletindo o balanco entre a producéo e a excrecdo hepatobiliar (ROCHLING, 2001). A
producdo de bilirrubina aumenta na hemdlise, eritropoiese ineficaz, reabsorcdo de
hematoma e raramente na injaria muscular. Em todos os casos, a bilirrubina esta

principalmente, na forma nao-conjugada. A hiperbilirrubinemia conjugada
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caracteristicamente ocorre na doenca hepatica parenquimal e obstrucéo biliar (LiMDI
& HYDE, 2003).

A ictericia € devida a impregnacéo dos tecidos com bilirrubina. A dosagem da
mesma mostrara, nos casos ictéricos, o padrao de ictericia hepatocelular com
aumento das bilirrubinas totais, principalmente, a custa, das fracdes diretas. A
presenca de urobilinogénio na urina é caracteristica das hepatites virais denotando
disfungéo celular (Focaccia, 2003).

Os niveis de bilirrubinas elevam-se apds o0 aumento das aminotransferases e,
nas formas agudas, podem alcancar valores 20 a 25 vezes acima do normal. Na
urina, pode ser detectada precocemente, antes mesmo do surgimento da ictericia.
Sua normalizagéo costuma ocorrer antes das aminotransferases, exceto nas formas
colestaticas (BRASIL, 2005b, 2008b).

- Aminotransferases

As aminotransferases séricas sao enzimas que agem como sensiveis
indicadores de dano hepatocelular, sendo as melhores representantes dos
fendbmenos necroéticos a que estdo submetidos os hepatdcitos durante a agressao
por virus. Dentre as varias transaminases produzidas pelo figado, duas possuem
maior importancia clinica: AST e ALT. Elas participam da gliconeogénese
catalisando a transferéncia de grupos amino do acido aspartico ou da alanina para o
acido cetoglutarico para produzir o acido oxaloacético e acido piravico,
respectivamente (LimMDI & HYDE, 2003).

A menos especifica para o figado € a AST que esta presente no citoplasma e
em isoenzimas mitocondriais, sendo encontrada no coragdo, musculo esquelético,
rim, cérebro, pancreas, pulmdes, leucécitos e eritrocitos. A ALT € uma enzima
citossolica que é encontrada em maior quantidade nos hepatdcitos, por isso sendo
mais especifica para o figado (ROCHLING, 2001; LimDI & HYDE, 2003).

Injaria hepatocelular, mas ndo necessariamente a morte celular, & a causa da
liberacéo dessas enzimas na circulagdo e, assim o0s niveis das aminotransferases
ficam elevados na hepatite aguda e cronica, cirrose, congestdo hepatica e doencas
infiltrativas como infeccdo ou cancer (ROCHLING, 2001).

Classicamente se considera que quando a dosagem das aminotransferases

ultrapassa 500 UI/L esta ocorrendo intensa destruicdo hepatocitica. Como a ALT é
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uma enzima exclusivamente citoplasmatica, seu aumento sérico se correlaciona, na
maioria das vezes, com a presenca de lesdo hepatocitica aguda. A queda abrupta
dos niveis de AST/ALT no soro pode representar o principal sinal laboratorial de
evolucdo para hepatites fulminantes, representando a faléncia progressiva do figado
devido a destruicdo extensa do tecido. A persisténcia dos niveis elevados de
AST/ALT por mais de seis meses, a contar do quadro agudo, € indicativa de
provavel cronificagcdo (Focaccia, 2003).

Nas formas agudas, as aminotransferases chegam a atingir, habitualmente,
valores até 25 a 100 vezes acima do normal. Em geral, essas enzimas comecam a
elevar-se uma semana antes do inicio da ictericia (sendo que a ALT é a primeira a
aumentar no plasma) e normalizam-se em cerca de trés a seis semanas de curso
clinico da doenca. Nas formas cronicas, na maioria das vezes ndo ultrapassam 5
vezes o valor normal e, por vezes, em individuos assintomaticos, € o Unico exame
laboratorial sugestivo de doenca hepatica (BRAsSIL, 2005b, 2008b).

O uso dos niveis de ALT ou AST sozinhos para o diagnostico do estagio de
fibrose ndo tem mostrado ser clinicamente Gtil. Pode-se usar a razdo AST/ALT,
sendo que se a mesma for maior que 1, sugere-se diagndéstico de cirrose (MANNING
& AFDHAL, 2008).

- Fosfatase alcalina e Gamaglutamiltransferase

As FAs sdo originadas principalmente de duas fontes, figado e ossos, mas
podem estar presentes em uma variedade de outros tecidos como intestino e
placenta. A sua elevacdo pode ser fisiolégica ou patoldgica. O papel fisioldgico
dessas enzimas nao é claramente entendido, mas sua producao fica aumentada em
tecidos que estejam em estimulagdo metabdlica. Os niveis aumentam, por exemplo,
a partir do terceiro més de gravidez e também na adolescéncia, que corresponde ao
periodo de crescimento (LimDI & HYDE, 2003).

Varias causas patologicas podem levar a elevacao de FA, sendo hepaticas ou
ndo. Entre elas pode-se citar: doenga nos 0ssos, obstrucdo do ducto biliar, colestase
induzida por farmacos, entre outras (LimMDI & HYDE, 2003).

A GGT € uma enzima encontrada nos hepatdécitos e células epiteliais biliares.
Embora sensivel, a sua utilidade € limitada pela falta de especificidade, ja que seus

niveis elevados podem ser devido a varias causas, entre elas, doenca pancreética,
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infarto do miocardio, falha renal, doenca pulmonar obstrutiva crénica, diabetes e
alcoolismo (LimDI & HYDE, 2003).
O aumento dos niveis de GGT pode ser utilizado para confirmar uma fonte

hepatica de doenca para o aumento de FA (ROCHLING, 2001; LimbI & HYDE, 2003).

- Albumina

A sintese de albumina é uma importante funcéo do figado. Aproximadamente
10 g é sintetizada e secretada diariamente. Com a doenca hepatica progressiva, 0s
niveis sorolégicos de albumina caem, refletindo o decréscimo na sua sintese. Os
niveis de albumina sdo dependentes de um nimero de outros fatores como estado
nutricional, catabolismo, fatores hormonais e perdas urinaria e gastrointestinal.
Mesmo assim, as concentragcdes de albumina podem ser correlacionadas com o
progndéstico na doenca hepatica crénica (LimbDI & HYDE, 2003). Esta proteina néo é
um bom indicador de funcédo hepatica na doenca aguda ja que sua meia-vida é de
20 dias (ROCHILING, 2001).

- Tempo e atividade de protrombina

A sintese dos fatores de coagulacdo, exceto fator VI, também €& uma
importante funcdo do figado. O TAP avalia a taxa de conversdo da protrombina em
trombina, o que requer os fatores Il, V, VIl e X, e assim reflete a funcdo de sintese
do figado. A vitamina K é requerida para a gama carboxilacdo de todos esses
fatores (LimMDI & HYDE, 2003).

Nos casos de hepatite cronica, o alargamento do TAP indica a deterioracao
da funcdo hepatica, porém o TAP também pode estar prolongado na deficiéncia de
vitamina K e terapia com varfarina. A administragdo de vitamina K pode ajudar a
distinguir colestase de doenca hepatocelular. Se dentro de 24 horas apls a
administracdo, o TAP normalizar, significa que o tempo prolongado € devido a uma
ma absorcdo de vitamina K e a funcéo hepatica esta inalterada (ROCHLING, 2001,

LimbI & HYDE, 2003; BRASIL, 2008b).

- Alfafetoproteina
Embora ndo tenha valor clinico na avaliacdo de hepatites agudas, seus

valores elevados ou progressivamente crescentes, em pacientes portadores de
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hepatite crbnica, em geral, indicam o desenvolvimento de CHC, sendo por isto,

utilizada no screening deste tumor em pacientes cirroticos (BrRASIL, 2005b).

1.3.3 Técnicas de Imagem

Finalmente, a fibrose hepatica também pode ser diagnosticada por técnicas
de imagem. Ultra-sonografia, tomografia computadorizada e imagem por
ressonancia magnética podem detectar mudancas no parénquima hepatico devido a
fibrose moderada a grave. Devido ao baixo custo, a ultra-sonografia é a técnica mais
aplicada. Ela & capaz de detectar cirrose hepética baseada nas mudancas
ecogénicas e nodulares do figado, bem como através de sinais de hipertenséo
portal. Todavia, o0 ultra-som € altamente dependente de um operador treinado e na
presenca do aumento da ecogenicidade hepética ndo ha como diferenciar entre
esteatose hepdtica e fibrose (BATALLER & BRENNER, 2005).

Os métodos de imagem devem fazer parte do acompanhamento de pacientes
portadores de cirrose de etiologia viral, devido a alta freqiiéncia de surgimento de
CHC. A cada trés ou quatro meses, 0s pacientes devem ser examinados,
submetidos ao exame ultra-sonografico (ou tomogréfico) e avaliados
laboratorialmente para determinar se esta havendo elevagao dos niveis séricos da a-
fetoproteina. Confirmada a presenca de nddulos intra-hepaticos, a bidpsia
transcutdnea guiada por algum método de imagem pode confirmar a presenca da

neoplasia (FocAccla, 2003).

1.4 Retindides como Biomarcadores de Patologias

Os biomarcadores podem ser definidos como quaisquer variaveis genéticas,
imunoldgicas ou bioquimicas que podem ser detectadas e medidas revelando os
processos bioldégicos normais, patogénicos ou a resposta farmacoldgica apos a
intervencédo terapéutica. Nas doencas inflamatorias cronicas, nas neoplasias e nos
processos infecciosos, estes marcadores se relacionam com a atividade ou remissao
do processo patoldgico, possuindo um importante valor preditivo de evolucao clinica
e contribuindo para a escolha do tratamento adequado (SCHRIEFER & CARVALHO,
2008).
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Varios estudos tém demonstrado que os retindides podem ser usados como
biomarcadores de varios tipos de canceres, uma vez que as concentracdes
plasmaticas ou soroldgicas do retinol e seus metabdlitos ativos estdo inversamente
associadas com a incidéncia e/ou risco de desenvolvimento de tumores.

Fontham (1990) mostrou que individuos com baixa ingestdo de retindides e
carotendides (pro-vitamina A) possuem alto risco de desenvolver cancer. Hong e
colaboradores (1990) demonstraram que os retindides decrescem a incidéncia de
tumores primarios e secundarios de pescoco e cabeca. Ching e colaboradores
(2002) encontraram que as altas concentracfes sorologicas de retinol estavam
significativamente associadas com a reducéo do risco de cancer de mama.

Peres (2006) também demonstrou que o retinol sérico pode ser um sensivel
biomarcador de doencas hepéticas cronicas, uma vez que, as concentracdes basais
deste retindide se correlacionam positivamente com a albumina e negativamente
com as variaveis BT, TAP (segundos acima do controle), razdo normalizada
internacional (INR), AST, AST/ALT, FA e a-fetoproteina.

Assim, a utilizacdo de retindides como biomarcadores, atravées da sua
guantificacdo em matrizes bioldgicas, pode ser muito Gtil na pratica clinica de forma

a avaliar o risco para desenvolvimento de doencas hepaticas crénicas e tumores.

1.5 Métodos Analiticos para Quantificacdo de Retindides Séricos

Devido a estrutura poliénica conjugada do retinol, ensaios colorimétricos,
como o método de Carr-Price, podem ser utilizados para a analise de vitamina A.
Neste ensaio, 0 sistema poliénico dos retinéides é protonado por um &acido forte,
como o &cido trifluoroacético em solvente orgéanico levando a formag¢do de uma cor
azul de grande intensidade e, assim, fornecendo um ensaio muito sensivel e seletivo
para a analise de vitamina A e estudo de seu metabolismo. Embora, esse método
tenha sido utilizado durante muitos anos, 0s reagentes requeridos Sao corrosivos e
NocCivos e, por isso, hoje, praticamente caiu em desuso (FURR, 2004).

Outra vantagem da estrutura poli€énica € a alta absortividade molar dos
retindides, que séo capazes de absorver luz nas regides do visivel e UV do espectro
eletromagnético (FURR, 2004). Por esta raz&o, a espectrofotometria no UV tem sido
um método de largo emprego na quantificacdo de retindides em matérias-primas
(Wyss, 1990).
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Para a andlise de retindides em fluidos biolégicos, a técnica mais utilizada € a
CLAE-UV (Wyss, 1995; GUNDERSEN & BLOMHOFF, 2001), porém outros detectores
como de fluorescéncia (retinol e ésteres de retinila sao fluorescentes em solventes
organicos apolares, enquanto os outros retindides ndo sao), indice de refracao,
eletroquimicos e espectrometro de massas também sejam utilizados (WINGERATH et
al., 1999; FURR, 2004

Embora a CLAE-UV seja a técnica mais utilizada, ela apresenta como
inconveniente o fato da separacéo e identificacdo dos retindides serem complicadas
pela ocorréncia de isbmeros cis/trans e pela similaridade de espectro de absorcéo
entre essas substancias (WINGERATH et al., 1999; GUNDERSEN & BLOMHOFF, 2001).

Uma técnica de identificacdo complementar como a espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) pode ser utilizada, por ser importante na
determinacao estrutural e particularmente Util para distinguir os isémeros cis de trans
(FURR, 2004). O inconveniente desta técnica € que apesar de ser empregada em
alguns laboratérios de pesquisa, ainda ndo esta acessivel a rotina clinica (DOOLEY,
2003).

A cromatografia liqguida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-EM) é uma técnica analitica Gtil para a analise de retindides porque
combina o poder de resolucdo da CLAE com a especificidade e sensibilidade da
espectrometria de massas (EM). Todos os retindides podem gerar ions sob
condicBes acidificadas. O retinol e seus ésteres sao desidratados sob condi¢cbes
acidas gerando o fragmento com m/z 269 [M-17]". Para o &cido retindico, o
espectrometro de massas pode ser operado também em modo negativo
(GUNDERSEN & BLOMHOFF, 2001).

A cromatografia gasosa (CG) tem sido pouco utilizada para a analise de
retindides devido a instabilidade térmica e a volatilidade limitada dessas substancias
(FURR, 2004). A analise quantitativa de retindides utilizando a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) requer hidrélise dos ésteres de
retinila e derivatizacdo do retinol e acido retindico. A etapa de hidrdlise elimina toda
informacéo relativa aos ésteres de retinila e a alta temperatura do CG destroi toda
informacdo a respeito dos isbmeros geométricos cis e trans (VAN BREEMEN et al.,
1998, HYOTYLAINEN & RIEKKOLA, 2005).
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1.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a

Espectrometria de Massas

O acoplamento do detector de EM a técnica de cromatografia liquida permite
que 0s compostos pré-separados pela cromatografia sejam identificados e
quantificados com alto grau de seletividade, sensibilidade e confiabilidade. Assim,
substancias presentes em amostras complexas, como os fluidos bioldgicos, podem
ser analisadas livres de interferentes, evitando resultados falsos positivos ou
negativos, além de diminuir o tempo de analise, tornando o método de CLAE-EM
adequado ao emprego na clinica.

A EM é uma técnica que envolve a ionizacdo e/ou fragmentacdo de
moléculas, seguida pela separacdo e quantificacdo de um fragmento caracterizado
pela relacdo massa/carga (m/z) (DooLEY, 2003).

A alta seletividade da técnica de EM esta relacionada com sistemas de
triploquadrupolo. Nestes equipamentos, ocorre selecédo do ion precursor ou ion “pai”
no primeiro quadrupolo (Q1), a fragmentacdo deste ion selecionado na célula de
colisdo (Q2), onde um gas inerte (Hélio ou Argbnio) colide em baixa energia,
gerando fragmentos ibnicos denominados ions secundarios ou ions “filhos”, que
serdo selecionados no terceiro quadrupolo (Q3) (Figura 8). Quando a técnica ocorre
desta maneira, ou seja, através da selecéo de ion precursor e ion secundario, ela é
conhecida como espectrometria de massas em seqiéncia (EMS).
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Figura 8. Esquema do espectrédmetro de massas triplo quadrupolo (APPLIED BIOSYSTEMS, 2003).
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A técnica de ionizacéo utilizada nos instrumentos de CLAE-EM e CLAE-EMS
€ a Atmospheric Pressure lonization (API), podendo esta ser dividida em ESI
(Eletrospray lonization), APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization) e APPI
(Atmospheric Pressure Photolonization) (APPLIED BIOSYSTEMS, 2003).

Na ionizacdo por ESI, o liquido no qual o analito de interesse encontra-se
dissolvido (fase moével - FM) passa através de um capilar, a pressao atmosférica,
mantido sob alta voltagem. O alto campo elétrico na ponta do capilar gera um
acumulo de cargas na superficie do liquido por migracao eletroforética e, assim, na
saida do capilar sao formadas pequenas gotas altamente carregadas (“spray
eletrostatico”) que sao dessolvatadas ao se deslocarem em sentido contrario ao
posicionamento de um eletrodo. A dessolvatacdo é assistida por um fluxo continuo
de gas seco (geralmente Nitrogénio) na regido do spray. A medida que ocorre a
dessolvatacédo, o tamanho das gotas € reduzido e ha um aumento na densidade de
cargas até o ponto em que a forca de repulsdo entre as cargas similares fica maior
que as forcas de coesao da fase liquida (tenséo superficial). Neste momento ocorre
a explosédo couldbmbica, formando gotas menores. Uma série de explosdes passa
ocorrer até que sdo formados ions do analito a partir dessas gotas, 0s quais sao
transferidos para o interior de espectrdbmetro de massas (Figura 9) (APPLIED

BiosysTEMS, 2003; CHIARADIA et al., 2008).
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Figura 9. Esquema do modo de ioniza¢do por ESI (CANTU et al., 2008).
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Como em ESI, a ionizagcdo ocorre diretamente em solucdo, compostos
sensiveis a temperatura podem ser ionizados sem sofrer degradacgéo. Este modo de
ionizacao pode ser aplicado aos compostos com massas molares grandes e aqueles
altamente polares que podem ser facilmente ionizados.

Na ionizacdo por APCI, o eluente da coluna cromatografica passa atraves de
um nebulizador pneumatico, no qual as gotas sdo geradas e dessolvatadas. O spray
formado passa através de uma regido aquecida, na qual o vapor é seco, formando
espécies neutras que passam atraves de uma corona de descarga que possui um
campo suficiente para gerar ionizacdo. Como o solvente encontra-se em maior
concentracdo no spray do que o analito, a FM é ionizada preferencialmente e
passam a ocorrer reacdes entre estes ions em fase gasosa e as moléculas neutras
do analito, o que da origem aos ions do analito.

Uma vez que a ionizacdo ocorre em fase gasosa, a APCIl pode ser
considerada uma fonte complementar a ESI, pois é aplicavel a compostos apolares
ou de média polaridade, volateis e termicamente estaveis (CHIARADIA et al., 2008).

A APPI é semelhante a APCI, porém no lugar da corona de descarga, a APPI
possui uma lampada de UV cuja funcédo é ocasionar a ionizagdo das moléculas do
analito presente nas goticulas de spray. A APPI é aplicada a compostos apolares,
como os hidrocarbonetos policiclicos (APPLIED BIOSYSTEMS, 2003).

A importancia da técnica de CLAE-EM ¢é evidenciada pelo numero de artigos
publicados no United States National Library of Medicine (MEDLINE), onde em 10
anos (1993-2003), ocorreu um aumento no numero de publicagbes envolvendo essa
metodologia de 310% (GELPIi, 2003).

Particularmente nas analises clinicas, o desenvolvimento desta técnica
promoveu importante avangco nos meétodos de diagnostico e rastreamento de
algumas doencas, como aminoacidopatias, acidemias organicas e disturbios da
beta-oxidacdo dos acidos graxos que sao detectados no teste do pezinho
expandido. Nos ultimos dez anos, a otimizagao da relacdo custo-beneficio superou a
resisténcia ao seu emprego, inicialmente demonstrada por autoridades da area de

saude de alguns paises (RASHED, 2001).
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1.5.2 Métodos de Extracao de Retindides a partir da Amostra Biologica

Além da escolha do método de deteccdo, na quantificacdo de retindides
merece especial atencdo o método de extracdo do analito. Este se encontra no soro
ou plasma, normalmente em baixas concentracbes e, devido a sua baixa
estabilidade, o processo de extracdo e a prépria andlise, deve ter um tempo de
execucao breve e brando (HYOTYLAINEN & RIEKKOLA, 2005).

Os procedimentos de extracdo para os retindides consistem principalmente de
extracdo por precipitacdo de proteinas (EPP) e extracdo liquido-liquido (ELL),
embora a extracdo em fase sélida (EFS) on-line e off-line também sejam utilizadas
(Wyss, 1995).

A EPP é realizada pela diminuicdo da solubilidade das proteinas em meio
aguoso, pela adicdo de um solvente organico miscivel em agua ou pela diminuicéao
do pH da solucdo. A adicdo de solventes imisciveis em &gua como hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metil-tert-butil-éter (MTBE) pode néo levar a
precipitacdo de proteinas. Dependendo do solvente, dois a quatro volumes deve ser
adicionado para alcancar a remocdo quantitativa de proteinas (GUNDERSEN &
BLOMHOFF, 2001).

A ELL classica para a remocdao de retindides é feita através da adi¢cdo de um
solvente imiscivel em agua apds a precipitacdo de proteinas, agitacdo vigorosa por 5
a 10 minutos, centrifugacédo e remocao da fase organica numa frequéncia de 1 a 3
vezes. A fase organica é enriquecida e o solvente € removido por vacuo ou pela
acao de um gas inerte. O residuo pode ser dissolvido na fase movel ou em outro
solvente como metanol. Solventes comuns para a extragdo sdo hexano, acetona,
éter de petroleo, cloroférmio, diclorometano, acetato de etila e mistura desses
(GUNDERSEN & BLOMHOFF, 2001).

Apés a precipitacdo de proteinas, o sobrenadante pode também ser
submetido a EFS. A fase solida é frequientemente silica modificada com grupos
alquil. O cartucho extrator contendo a fase sélida pode ser lavado com volumes de
acetonitrila-agua ou metanol-agua e eluido pela gravidade, vacuo ou pressao
positiva. A eluicdo das substancias extraidas pode ser feita pela passagem de um
solvente com for¢ca de eluicdo forte como metanol. O eluido pode ser injetado
diretamente ou evaporado e dissolvido num pequeno volume de fase moével. A

extracdo em fase soélida pode ser feita manualmente ou por sistemas automaticos
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que podem ser off-line ou on-line. A vantagem dos equipamentos on-line é dispensar
a manipulacdo da amostra pelo analista entre a extracdo e injecdo (GUNDERSEN &
BLoOMHOFF, 2001).

A EPP e a ELL apresentam as vantagens de serem simples e compativel com
0 uso de grande numero de solventes puros e disponiveis comercialmente, porém
sao trabalhosas, lentas e apresentam o risco de oxidac&o e isomerizacao do analito
(QUATTROCCHI et al., 1992).

Na EFS, ocorre diminuicado na possibilidade de contaminagcéo da amostra e do
analista; auséncia de perda do analito por evaporacdo e a analise da totalidade do
material da matriz biolégica concentrada (HENNION, 1999).

A EFS processa-se em pequenas colunas ou cartuchos de plastico revestidos
por material similar aos empregados nas colunas de CLAE (COLLINS & JARDIM, 2001).

Em geral, os procedimentos de EFS contém quatro etapas: (1)
condicionamento da fase sdlida pelo emprego de solvente/solucdo adequado para
ajustar as forcas do solvente de eluicdo com o solvente da amostra; (2) carga da
amostra, quando ocorre a retencao do analito e, as vezes, de alguns interferentes;
(3) lavagem da fase sélida para retirar os interferentes menos retidos que o analito;

(4) eluicdo do analito (figura 10).

& &

il

(1) Condicionamento (2)Carga (3) Lavagem  (4) Eluicao

Figura 10. Etapas da extracdo em fase soélida (GILSON GUIDE TO SPE AUTOMATION, 1997).
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1.5.3 Desenvolvimento de Metodologia Analitica

Os métodos analiticos para a quantificacdo de farmacos e metabdlitos em
amostras biolégicas desempenham um papel determinante na avaliacdo e
interpretacdo dos resultados decorrentes de ensaios pré-clinicos, clinicos e
biofarmacéuticos. Nesse contexto, a validagdo de um método analitico assume
papel fundamental no reconhecimento e confiabilidade dos dados obtidos a partir do
emprego dessa metodologia.

O desenvolvimento de um novo método analitico € a fase mais critica de todo
0 processo de quantificacdo de um farmaco, podendo ser mais simples ou complexo
dependendo do analito de interesse, da matriz em que se encontra e da experiéncia
do investigador. O desenvolvimento da metodologia de quantificacdo podera
envolver apenas a adaptacdo de um método ja existente as novas condicdes
laboratoriais ou implicar em metodologia inovadora, requerendo um trabalho mais
completo. Geralmente, um método analitico bem desenvolvido sera facil de validar,
ou seja, os critérios de aceitacdo dos parametros de validagcdo que asseguram a

aceitabilidade do método serdo certamente cumpridos.

1.5.4 Validacédo de Metodologia Analitica

s

Antes da implantacdo de um método analitico é necessario que ele seja
validado. A validacdo da metodologia analitica € a confirmacdo por exame e
fornecimento de evidéncia objetiva de que o0s requisitos especificos para um
determinado uso pretendido sdo atendidos (BARROS, 2002; BRrITTO et al., 2003,
RiBANI et al., 2004). O objetivo da validacdo é demonstrar que os resultados obtidos
com a metodologia sédo confidveis (CAUSON, 1997; HUBERT et al., 1999).

A validacdo é necesséria sempre que se desenvolve um método ou se efetua
adaptacdes em metodologias ja validadas, inclusdo de novas técnicas ou uso de
diferentes equipamentos (BRITTO et al., 2003).

No Brasil, a validacdo da metodologia analitica deve seguir os parametros
preconizados por uma das duas agéncias credenciadoras as quais os laboratérios
que executam as andlises devem submeter-se: a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) ou o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade

Industrial (Inmetro). Cada um desses 0rgaos disponibiliza guias para o procedimento
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de validacdo de métodos analiticos, respectivamente a Resolucdo-RE N° 899, de 29
maio de 2003 e o documento Inmetro DOQ-CGCRE-008, de marco de 2003 (RIBANI
et al., 2004).

Segundo o guia da Anvisa, a validacdo deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas e para
tanto deve apresentar especificidade/seletividade, linearidade, precisdo, exatidao,
limite de deteccao (LD), limite de quantificacdo (LQ), estabilidade e recuperagéo,
adequados a andlise. A determinacdo da maioria desses parametros de validacdo

requer a construcéo de curvas de calibracao.

e Curvade calibracéo e critérios de aceitabilidade

Uma curva de calibracdo estd associada ao modelo matematico que
estabelece uma relagcdo entre a resposta do instrumento (drea do sinal
cromatografico) e a concentracdo conhecida do analito. Para a construgdo da curva
de calibracdo é necessario escolher um método de padronizacdo. Normalmente, o
meétodo escolhido para a analise farmacos em fluidos biolégicos € a padronizacéo
interna. Neste método, a curva de calibracdo inclui uma amostra denominada branco
(matriz biolégica sem adicdo de padrdo de farmaco e padrdo interno - Pl), uma
amostra denominada zero (matriz biolégica sem adicdo de padrdo de farmaco,
porém com adicdo de PIl) e seis amostras de concentracdes diferentes contendo
tanto o padrédo de farmaco quanto o PI.

Para que uma curva de calibracéo seja aceita, deve-se obter:

- desvio menor ou igual a 20% em relacdo a concentragcdo nominal para o
limite inferior de quantificacao (LIQ);

- desvio menor ou igual a 15% em relacdo a concentracdo nominal para as
outras concentracdes da curva de calibragao;

- no minimo quatro das seis concentracfes da curva de calibracdo devem
cumprir com os critérios anteriores, incluindo o LIQ e a maior concentracdo da curva
de calibracao;

- 0 coeficiente de correlacao linear deve ser igual ou superior a 0,98 (BRASIL,
2003).



INTRODUCAO

- Métodos de Padronizacéao

(a) Padronizacéo interna

O método de padronizacdo interna consiste na preparacdo de padrdes de
calibracdo contendo diferentes concentracdes do analito e uma concentracao
constante de Pl (CAssiaNO et al.,, 2009). O Pl é um composto, geralmente com
caracteristicas estruturais similares ao analito e idealmente deve possuir tempo de
retencdo proximo ao mesmo, nao deve reagir com o analito ou com qualquer outro
componente da matriz, além de precisar ser bem cromatografado em relacdo aos
outros componentes da amostra.

Para a quantificacdo da substancia de interesse, inicialmente, analisam-se 0s
padrbes de calibracdo e se constréi a curva de calibragéo, relacionando as razdes
de areas (area do analito / area do PI). Posteriormente, analisam-se as amostras de
concentracdo desconhecida adicionando-se a mesma quantidade de PI que foi
adicionada aos padrbes de calibracdo e através da razdo de areas obtidas no

cromatograma tem-se a concentracdo do analito na amostra (RIBANI et al., 2004).

(b) Padronizacao externa

No método de padronizacdo externa compara-se a area da substancia a ser
quantificada na amostra com as areas obtidas a partir de solu¢des de concentracdes
conhecidas preparadas a partir de um padrdo. Assim, uma curva € obtida a partir da
preparacdo de amostras com diversas concentracdes, relacionando-se as areas com
as concentragbes. Depois, se utiliza a equacdo desta curva para calcular a
concentracdo de uma amostra desconhecida a partir da area obtida na sua injecao.
Este método € mais sensivel a erros de preparo de solucdes e de amostra (RIBANI et
al., 2004).

(c)Adicao de Padréao

Este método consiste na adicdo de diferentes concentracbes do analito a
matriz, que j& contém uma quantidade desconhecida do mesmo. A adi¢do deve ser
feita antes do processo de tratamento da amostra. A concentragdo do analito na
matriz bioldgica € determinada pela extrapolacdo da reta definida pelas demais

concentracfes analisadas até o ponto onde a mesma corta o eixo das ordenadas.
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O método de adicdo padrédo é trabalhoso, mas é especialmente importante
quando a amostra € muito complexa, quando as interacdes com a matriz sdo
significativas e quando houver dificuldade de encontrar um padrdo interno adequado

ou uma matriz isenta da substancia de interesse (CAsSIANO et al., 2009).

e Especificidade/Seletividade

A especificidade e/ou seletividade é a capacidade do método analitico em
avaliar o analito na presenca de outros componentes que possam estar presentes
na amostra, tais como metabdlitos, impurezas, compostos de degradacdo ou
componentes de matriz (BRAsIL, 2003). A seletividade garante que o pico de
resposta seja exclusivamente do composto de interesse (RIBANI et al., 2004). Se a
seletividade ndo for assegurada, os outros parametros da validacdo estardo
comprometidos.

Existe certa confusdo na utilizacdo dos termos seletividade e especificidade,
de forma que a resposta que um método bioanalitico apresenta para as diversas
substancias presentes em uma amostra é chamada de seletividade, enquanto que a
habilidade que um método possui de responder a uma Unica substancia € chamada
de especificidade (CassiANO et al., 2009). Como existem poucos métodos
cromatograficos que respondam a apenas uma substancia, o termo seletividade é
mais apropriado, sendo sugerida sua utilizacéo pela IUPAC (RiBANI et al., 2004).

Existem varios ensaios para avaliar a seletividade e, segundo a Anvisa,
deve-se realizar a analise de amostras branco (matriz isenta do analito) de seis
individuos diferentes e comparar com a matriz enriguecida com o analito, sendo que,
nenhum interferente deve eluir no mesmo tempo de retencdo da substancia de
interesse.

No caso do retinol e acido retindico, ndo é possivel obter a matriz biol6gica
isenta desses analitos, uma vez que eles séo retindides enddgenos, e por isso, 0

ensaio de seletividade nao foi realizado.

e Linearidade
A linearidade corresponde a capacidade do método de fornecer resultados

diretamente proporcionais a concentracdo do analito (BrAsiL, 2003). Ela é
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determinada com auxilio de uma curva de calibracdo construida para determinar as
concentragdes do analito numa faixa de concentracdo definida entre o LIQ e o limite

superior de quantificacao (LSQ).

e Precisédo

Representa o grau de repetibilidade dos resultados de andlises individuais,
gquando o procedimento € aplicado diversas vezes numa mesma amostra
homogénea, em idénticas condi¢cdes de ensaio (BRASIL, 2003).

A precisdo € avaliada utilizando-se no minimo trés concentracfes (baixa —
CQ_CB, média — CQ_CM e alta — CQ_CA), que sao conhecidas como controles de
gualidade (CQ). Deve-se realizar, no minimo, cinco determina¢des de cada CQ e a
precisdo deve ser determinada intra-corrida (em uma mesma corrida) e inter-corrida
(em corridas diferentes).

A precisdo é expressa como desvio padrdo relativo (DPR) ou coeficiente de

variacdo (CV%), ndo se admitindo valores superiores a 15%, segundo a formula:

DPR = DP_ x 100
CMD

Onde: DP é o desvio padrdo e CMD é a concentracdo média determinada.

e Exatidao
Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados e um valor aceito como referéncia (BRASIL, 2003).
E determinada da mesma maneira que a precisdo, porém a exatiddo é

expressa pela formula:

Exatiddo = Concentracdo média experimental x 100
Concentracgéo tedrica

e Limite de Deteccéao (LD)
E a menor concentracdo de uma analito em uma amostra que pode ser
detectada, mas n&o necessariamente quantificada, sob determinadas condi¢bes
experimentais (BARROS, 2002; RiBANI et al., 2004).
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O LD é determinado por meio da analise de solucdes de concentracdes
conhecidas e decrescentes do analito, até que a relacdo sinal: ruido da linha de
base seja de 3:1 ou 2:1.

e Limite Inferior Quantificagéo (LIQ)

Menor quantidade de um analito numa amostra que pode ser determinada
quantitativamente com precisdo e exatiddo aceitaveis. E determinado por meio da
analise de matriz biolégica contendo concentracdes decrescentes do analito até que
se obtenha uma raz&o sinal:ruido da linha de base de 5:1, ou ainda, através do sinal
de resposta no LIQ que deve ser reprodutivel com precisdo de 20% e exatiddo de

80-120%, através da analise do no minimo cinco amostras.

e Estabilidade

Parametro que visa determinar se um analito mantém-se quimicamente
inalterado numa dada matriz sob condi¢cdes especificas, em determinados intervalos
de tempo.

A estabilidade deve ser estabelecida em solu¢des-estoque, amostras
biolégicas e amostras processadas (CAUSON, 1997), sendo determinada em curta
duracdo, longa duracdo, apOs ciclos de congelamento e descongelamento da
amostra e pds-processamento.

As estabilidades devem ser avaliadas com no minimo trés amostras de
concentragcbes baixa e alta. Na estabilidade de curta duragdo, as amostras devem
permanecer em temperatura ambiente de 4 a 24h e analisadas. Os resultados
devem ser comparados com amostras recém-preparadas (BrASIL, 2003).

Na estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento, as
amostras devem ser congeladas a temperatura indicada para armazenamento e
mantidas por 24h, sendo entdo submetidas ao descongelamento a temperatura
ambiente e quando completamente descongeladas, as amostras devem ser
novamente congeladas por 12 a 24h, repetindo este ciclo pelo nimero de vezes que
amostras serdo descongeladas no estudo (BRrAsIL, 2003).

Quando sao utilizados equipamentos que empregam sistemas automaticos de
injecdo, o estudo de estabilidade poOs-processamento também deve ser realizado.

Neste caso, trés amostras de concentracdo baixa e alta devem ser preparadas e
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devem aguardar para serem injetadas por um periodo de tempo maior do que a
duracdo de uma corrida analitica. Os resultados devem ser comparados com CQ
recém-preparados (BRASIL, 2003).

e Recuperagéo

As amostras biolégicas ndo podem ser analisadas diretamente, devendo ser
previamente submetidas a processos de preparacdo mais ou menos complexos,
para eliminar possiveis substancias interferentes.

Todas estas etapas de pré-tratamento das amostras conduzem,
inevitavelmente, a perdas nos analitos, sendo importante estimar a capacidade de
recuperacdo destes a partir da matriz biolégica. Na metodologia bioanalitica,
especialmente em procedimentos cromatograficos, € muito comum a adicdo de um
Pl as amostras antes da respectiva preparacdo. A adicdo do Pl tem por objetivo
considerar as perdas que ocorrem durante 0 processo de extracdo e andlise
cromatografica, ou seja, uma variacdo na resposta do Pl refletira de forma similar na
resposta do analito porque ambos serdo processados em conjunto.

A eficiéncia de extracdo de um método analitico, expressa como a
porcentagem da quantidade conhecida de um analito, € obtida através da
comparacao dos resultados analiticos de amostras branco acrescidas de padrao, e
submetidas ao processo de extracdo, com o0s resultados analiticos de solugcdes
padrdo nao extraidas. S&o desejaveis porcentagens de recuperacdo proximas de
100%, porém valores menores sdo admitidos desde que a recuperacao seja precisa
e exata (BRAsIL, 2003).

A recuperacdo € analisada comparando-se o0s resultados de amostras
extraidas a partir de trés concentragfes (baixa, média e alta) com os resultados
obtidos com solu¢cdes padrdo nédo extraidas, que correspondem a 100% de

recuperacao.
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A doenca hepética cronica é caracterizada por alteracées na estrutura e na
capacidade funcional dos hepatdcitos, levando a morte celular e formacao de
nédulos de regeneracdo que dificultam a troca de substancias entre o sangue e as
células hepaticas. Devido ao papel central do figado nas inUmeras vias bioquimicas
relacionadas com a producédo, modificacdo e utilizacdo de macro- e micronutrientes,
0 proprio curso da doenca hepatica leva a anormalidades metabdlicas, propiciando o
desenvolvimento ou agravamento da desnutricdo que é relativamente comum em
pacientes acometidos por essa enfermidade.

Este trabalho surgiu a partir da necessidade de continuidade de um estudo de
reserva hepatica de vitamina A em pacientes com doenca hepatica crénica em todos
0S graus: hepatite, cirrose Child A, cirrose Child B, cirrose Child C e cirrose
associada ao CHC.

Inicialmente, este estudo foi realizado pela professora Wilza Arantes Ferreira
Peres em sua tese de doutorado “Relagao entre o estado nutricional de vitamina
A, estagios da doenca e parametros bioquimicos de funcéo e lesdo hepéatica
em pacientes com hepatite crénica, cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular
pelo virus da hepatite C”. Nessa tese, seu objetivo principal foi avaliar a reserva
hepatica de retinol em pacientes com doenca hepatica crénica causada pelo virus C
para planejar uma suplementacdo adequada deste nutriente. O procedimento de
suplementacdo adequada assume importancia na doenca hepatica grave, pois
enquanto a deficiéncia de vitamina A pode colaborar com o desenvolvimento de
cirrose e CHC, o excesso desse nutriente pode ser ainda mais prejudicial, pelo fato
do retinol ser hepatotoéxico.

A reserva nutricional de vitamina A foi avaliada pelo teste de resposta relativa
a dose (RDR) padrdo e como resultados de seu trabalho, Peres descreveu a
necessidade de uma adaptacéo deste teste, utilizando dose de palmitato de retinila e
tempo de colheita de amostras no protocolo clinico maiores, devido ao fato da
maioria dos pacientes possuirem idade avancada, o que pode acarretar uma
reducado na velocidade de absorgéo da vitamina A.

A partir desta necessidade, desenvolveu-se o0 projeto de tese intitulado
“Adaptacdo do teste de avaliacao indireta da reserva hepatica de retinol para
diagnostico do estado nutricional de vitamina A em pacientes com cirrose

hepatica e carcinoma hepatocelular”. Esta tese foi submetida ao Programa de



[ 69 ]

JUSTIFICATIVA

Pos Graduacao em Clinica Médica — Setor de Hepatologia do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho — HUCFF pela doutoranda Gabriela Villaga Chaves, sob
orientacdo das professoras Dra. Rejane Andréa Ramalho Nunes da Silva e Dra.
Wilza Arantes Ferreira Peres.

O desenvolvimento deste trabalho sob a orientacdo do Professor Dr. José
Carlos Saraiva Gongalves, surge da hipétese de que a razdo entre as concentracdes
séricas de retinol e &cido retindico seja um biomarcador de dano hepéatico mais
fidedigno do que os retindides (retinol e acido retindico) empregados isoladamente.
Justifica-se esta hipétese na medida em que a biotransformacéo do retinol ao acido
retindico depende de sistemas enzimaticos hepaticos. Tanto o retinol, como o &cido
retindico jA foram descritos como parametros bioquimicos de evolugdo de
patologias. A razéo entre esses produtos, no entanto, ao nosso conhecimento, ainda

nao foi descrita como eventual biomarcador de hepatopatias.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

Desenvolver e validar metodologia analitica por CLAE-EMS para quantificacéo
simultdnea das concentracfes séricas de retinol e acido retindico aplicavel na

rotina hospitalar.

3.2 Objetivos Secundarios

1. Determinar as concentracdes seéricas de retinol e acido retindico em
pacientes com cirrose hepatica divididos em dois grupos de acordo com a dose
desafio: 1500 Ul e 2500 Ul de palmitato de retinila.

2. Investigar a influéncia da dose desafio (1500 Ul e 2500 Ul) de palmitato de
retinila nas concentracdes plasmaticas de retinol, acido retindico e na razao entre
essas concentracfes, quando relacionadas com os marcadores bioquimicos de

dano hepatico.

3. Investigar a influéncia do tempo de colheita da amostra sangtiinea (5 horas
e 7 horas) ap6s a administracdo da dose de suplementacdo nas concentracdes
plasmaticas de retinol, acido retindico e na razdo entre essas concentracoes,

quando relacionadas com os marcadores bioquimicos de dano hepatico.

4. Investigar a relagdo entre as concentracdes séricas de retinol, acido
retindico e a razao entre as concentracdes destes retindides, com os marcadores
bioguimicos de funcdo hepética (TAP, BT e albumina) e lesdo hepética (ALT e
AST).
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MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo de desenvolvimento e validacdo de metodologia
analitica para quantificacdo de retinol e acido retindico e para a descricdo dos
perfis das concentracdes destes retindides em pacientes com cirrose Child A,
incluindo as etiologias viral, alcodlica e criptogénica.

A populacdo estudada foi constituida de pacientes (de ambos os sexos,
independente de etnia e classe social) atendidos no Ambulatério do Servico de
Hepatologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho — HUCFF/UFRJ no
periodo de outubro de 2007 a marc¢o de 2010.

Os pacientes foram divididos em dois grupos: 0 primeiro seguiu o protocolo
RDR padréo (dose de 1500 Ul de palmitato de retinila e colheitas de amostras nos
tempos de 0 e 5 horas), adicionando a este protocolo o tempo de colheita de 7
horas. O outro grupo recebeu uma dose de 2500 Ul de palmitato de retinila (dose
desafio) sendo realizadas colheitas nos tempos 0, 5 e 7 horas (figura 11).

Pacientes do Servigo de
Hepatologia com
Cirrose Child A

Dose: 1500 UI
Colheita: 0, 5e 7h
(36)

Dose: 2500 Ul
Colheita: 0,5 e 7h
(27)

Figura 11. Organograma do desenho do estudo

A colheita de sangue no tempo zero (basal) foi realizada apés 12 horas de
jejum noturno. Depois da colheita de sangue, foi administrado por via oral, 1500
Ul ou 2500 Ul de palmitato de retinila (UNICEF, Batch, 948 R.P Schem PTY.Co,
Melbourne, Australia) diluido em 1 mL de solucdo oleosa. Em seguida, o0s
pacientes receberam desjejum padrao (teor total estimado de 9,7g de lipideos e
378 ug de equivalente de atividade de retinol (RAE) de vitamina A) composto de
200 mL de achocolatado, duas fatias de pado de forma, margarina e queijo tipo

prato, a fim de garantir a absor¢cdo do palmitato. Apos o intervalo de 5 horas, foi
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realizada a segunda colheita de sangue e, de 7 horas, a terceira colheita. Durante
este periodo, os pacientes foram orientados a nao consumir nenhum alimento,
sendo permitido somente o consumo de agua.

As amostras colhidas foram submetidas a centrifugacéo a 3000 rpm, por 10
minutos para separacdo e extracdo do soro. A seguir, as amostras foram
armazenadas em tubos plasticos (eppendorfs) previamente rotulados, envolvidos
em papel aluminio e novamente etiquetados, para armazenamento imediato em
freezer a temperatura de -80 °C até o momento das analises.

O protocolo RDR € um método de avaliacdo indireta da reserva hepatica de
retinol. Este protocolo baseia-se no principio de que, na deplecdo hepéatica de
retinol, a apo-RBP (proteina de transporte dos retinéides no sangue), cuja sintese
independe da disponibilidade de retinol, se acumula nos hepatdécitos. Diante da
administracdo de uma pequena dose de retinol (normalmente inferior as
recomendacdes diarias desta vitamina), este se liga a RBP, formando a holo-
RBP, e € liberado para a corrente sanguinea. Desta forma, o incremento nos
niveis séricos é rapido e sustentado por um periodo médio de 5 horas, de maneira
gue os valores séricos do retinol antes e 5 horas apdés a administracdo da dose
devem ser significativamente diferentes (LOERCH et al., 1979).

No teste RDR é administrada uma dose de 1500 Ul de palmitato de retinila
utilizada para provocar resposta no tempo de 5 horas. Porém, Mobarhan e
colaboradores (1981), em estudo com pacientes cirréticos, encontraram falta de
RDR positiva em alguns individuos e observaram que eles possuiam uma ma
absorcdo ou ainda uma absorcdo lenta da dose. Além disso, Bulux e
colaboradores (1992) encontraram baixo clearence poés-prandial de lipideos e
ésteres de retinila na circulagdo de pacientes idosos e, como a vitamina A
absorvida depende do clerance dos QMs para leva-la do intestino ao figado, onde
ela sera ligada a apo-RBP, os autores sugerem um tempo de 7 horas para RDR
em individuos apos 60 anos e, por isso, realizamos uma colheita também neste
intervalo apds a administracdo do palmitato de retinila. A utilizacdo da dose de
1500 Ul no protocolo RDR € baseada nas respostas caracteristicas obtidas com
individuos saudaveis e, segundo o estudo de Mobarhan e colaboradores (1981), a
dosagem utilizada pode ter sido abaixo da dose necessaria para obter resposta

em pacientes que possuem doenca hepética associada a absorcdo limitada de
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retindides e, por isso, resolvemos administrar uma dose maior (2500 Ul) para

avaliar a resposta desses individuos.

4.2 Aspectos Eticos

O presente estudo tem aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (Protocolo de Pesquisa n® 068/01 — CEP).

4.3 Recrutamento de Pacientes

A inclusdo de cada paciente no estudo foi realizada mediante autorizacéo
formal, por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo 1), ap6s explicacdo sobre os objetivos e procedimentos do projeto por
parte de um pesquisador do Nucleo de Pesquisa em Micronutrientes — NPgM do
Instituto de Nutricdo Josué de Castro — UFRJ, de acordo com a Resolucdo N° 196
de 10/10/1996 do Conselho Nacional de Saude. Em contrapartida a sua
participacdo no estudo, os pacientes receberam diagnéstico do estado nutricional

de vitamina A e orientacao dietética.

- Critério de Incluséao

Cirrose hepatica diagnosticada pela presenca de ndédulos de regeneragédo
ao exame histopatolégico do figado ou, na auséncia de biopsia, pela presenca de
achados clinicos de insuficiéncia hepatica (edema, ascite, ictericia, encefalopatia
hepatica — EH) e hipertensdo porta (varizes do esobfago, hiperesplenismo ou

achados ultra-sonograficos)

- Critérios de Exclusao

1. Sindromes Disabsortivas;

2. Infeccédo de moderada a severa gravidade;

3. Diabetes Mellitus insulino-dependente e/ou descompensada;
4

. Insuficiéncia renal, cardiaca ou respiratéria;
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5. Amiloidose;

6. Uso de doses terapéuticas de vitamina A, nos ultimos 30 dias;
7. Doencas cronicas nao estaveis;

8. Gravidez;

9. Alcoolismo cronico;

10.Neoplasias.

4 .4 Instrumento de Coleta de Dados

O instrumento que foi empregado na coleta de dados é constituido de
formulario preenchido pelo pesquisador do Nucleo de Pesquisa em
Micronutrientes — NPgM (Anexo 2), por meio de entrevista e consulta de

prontudrios.

4.5 Classificacao da Gravidade da Cirrose Hepética

Os pacientes com cirrose hepatica foram avaliados em relagédo a presenca
de insuficiéncia hepatica por meio da classificacdo de Child & Pugh (1973) que os
divide em trés grupos (A, B e C) de acordo com a presenca e o grau de ascite,
EH, alteracdes nos niveis de albumina, bilirrubina total (BT) e TAP em segundos.
Essas variaveis sdo pontuadas de 1 a 3 e é geralmente aceito, embora néo
universalmente, que pacientes com somatérios entre 5-6 pontos pertencem ao
grupo A, entre 7-9 pontos ao grupo B e entre 10-15 pontos ao grupo C
(CHRISTENSEN, 1997) (Quadro 3).

Quadro 3. Classificacdo da gravidade da doenca hepética de acordo com o critério de Child &
Pugh (PUGH et al., 1973)

Variaveis 1 ponto 2 pontos 3 pontos
Encefalopatia hepética Ausente Grau 1-2 Grau 3-4
Ascite Ausente Leve - moderada Grave — refrataria
Albumina (g/dL) >3,5 2,8-35 <28
Bilirrubina total (mg/dL) <20 20-3,0 >3,0
Tempo de protombina
(segundos acima do <4,0 4,0-6,0 >6,0
controle)

Child classe A: 5 a 6 pontos; Child classe B: 7 a 9 pontos; Child classe C: 10-15 pontos
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O grau de EH foi definido pelo julgamento clinico, pela fala e
comportamento do paciente na consulta, pelas alteracbes relatadas por ele e/ou
familiares e pelos sinais clinicos caracteristicos, categorizados nos estagios

descritos no quadro 4.

Quadro 4. Estagios de encefalopatia hepatica

o Alteracdo no padrdo sono-vigilia, confusdo mental leve, pronincia alterada das
Estagio 1 palavras, tremor (flapping) discreto

o Acentuacado do estagio 1, comportamento inapropriado, insdnia, flapping presente e
Estagio 2 facilmente induzido

. Fala incoerente, confusdo mental marcante, sonoléncia, mas facilmente despertavel,
Estagio 3 flapping presente
Estagio 4 | Coma

O grau de ascite foi classificado em leve, moderado ou grave e
determinado segundo avaliagdo clinica, resisténcia a terapéutica diurética e/ou

ultra-sonografia abdominal.

4.6 Exames Bioquimicos

Os pacientes que assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
foram encaminhados para o laboratério de analises clinicas do HUCFF, sendo
coletada amostra de sangue para determinacdo dos exames bioquimicos
constantes no quadro 5.

Quadro 5: Valores de referéncia dos parametros de normalidade dos exames bioquimicos
realizados no HUCFF

Parametros Bioquimicos Valores de Normalidade adotados no HUCFF
Albumina 3,4-5,0 g/dL
Tempo e atividade de protrombina (TAP) Segundos acima do controle
Bilirrubina Total (BT) 0,0 - 1,0 mg/dL
Aspartato Aminotransferase (AST) 15-37 U/L
Alanina Aminotransferase (ALT) 30 - 65 U/L




MATERIAL E METODOS

4.7 Metodologia da Etapa Analitica

4.7.1 Equipamentos:

e Cromatografo Liquido Série 10A — Shimadzu, composto de sistema
controlador SCL-10A VP, bomba de micro-pistdo LC-10AD VP,
misturador de fases FCV 10 AL VP e degaseificador DGU-14A

e Injetor Triathlon — Spark Holland

e Espectrébmetro de massas triplo quadrupolo Quattro LC — Micromass
acoplado a gerador de nitrogénio Nitrox UHPLC MS 18 — Domnick
Hunter; a compressor Jun Air e a bomba de vacuo Boc Edwards 28

e Extrator em Fase Sodlida — Spark Holland, composto de HPD (High
Pressure Dispenser) Mix e ACE (Automated Cartridge Exchange)

e Estacdo de coleta e registro de dados dos cromatogramas com

programas MassLynx 4.0 e SparkLink 1.7

4.7.2 Material:
(a) Solventes
e Acetonitrila grau HPLC — Tédia
e Agua ultrapura obtida através de sistema purificante US Filter
e Etanol grau HPLC — Tédia
e Metanol grau HPLC — Tédia
e Tampéao acetato de amébnio grau analitico — Tédia

e Acido formico 96% — Tédia

(b) Padrdes
e Acetato de retinila — Sigma
e Acido retinéico - Sigma
e Palmitato de retinila — Sigma

¢ Retinol — Sigma

(c) Colunas
e Rexchrom® S5-C8 (fase octil) 15cm X 4,6 mm X 5 pm
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o Restek® Ultra PFP (fase pentafluorofenil) 10 cm X 3,2 mm X 3 pm
e ACE AQ® C18 (fase octadecil) 15 cm x 4,6 mm X 5 pm.

(d) Cartuchos para Extracdo em Fase Sdlida
e BondElut C8 (fase octil), 40-90 um, Spark Holland®
e BondElut C18 (fase octadecil), 40-90 um, Spark Holland®
e HySphere C18 (EC) (fase octadecil), 8 ym, Spark Holland®
e HySphere Resin GP (general phase, fase polidivivil-benzeno), 10-12
pum, Spark Holland®

4.7.3 Preparo de Solugbes-padrao

Foram pesadas analiticamente, quantidades equivalentes a 0,1000 g das
substancias padrdes (acetato de retinila, acido retindico, palmitato de retinila e
retinol), que foram transferidas quantitativamente para baldo volumétrico de 100,0
mL. As solucdes foram preparadas em etanol grau HPLC resultando em uma
concentracéao final de 1 mg/mL (solugéo estoque). A partir desta solugdo estoque
foram preparadas diluicdes, de forma a se obter, as demais solu¢cdes necessarias

para a construcao de calibradores e controles de qualidade.

4.7.4 Desenvolvimento da Metodologia Analitica:

e Parametros de Espectrometria de Massas

Nesta etapa, foi investigada a influéncia de variaveis espectrométricas e
cromatograficas na abundancia relativa dos ions monitorados. Os parametros
espectrométricos avaliados foram: modo de ionizacdo — APCI e ESI positivo e
negativo; energia do cone de amostra; energia de colisdo; temperatura da fonte
de ionizacéo; temperatura de dessolvatacdo e fluxo do gas de dessolvatacéo. Os
parametros cromatograficos avaliados foram principalmente relacionados a
natureza dos constituintes da fase moével: misturas de acetonitrila:dgua e
metanol:agua em diversas propor¢des; acetonitrila:tampéo acetato de amonio pHs
6,9 e 4,1 e metanolitampédo acetato de amoénio pHs 6,9 e 4,1 em diversas

proporc¢des, com ou sem a adicdo de 0,1% de acido férmico.
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Para a escolha da energia do cone de amostra, a voltagem foi avaliada
entre 10-50 V. A energia de coliséo variou entre 10-30 V. A temperatura da fonte
de ionizacao foi fixada em 110 °C e a temperatura de dessolvatagdo em 330 °C. O

fluxo de nitrogénio foi avaliado entre 250-700 L/h.

e Pardmetros Cromatograficos

Para escolha dos parametros cromatograficos foram testadas diversas
propor¢cdes das misturas metanol:acetonitrila:dgua com adicdo de 0,1% de acido
férmico e metanol:acetonitrila:tampédo acetato de aménio com adicao de 0,1% de
acido formico. As eluicbes foram investigadas nos modos isocratico e em
gradiente. Além disso, varias colunas com diferentes recheios e tamanhos
também foram testadas, entre elas: Rexchrom® S5-C8 15 cm X 4,6 mm X 5 um,
Restek® Ultra PFP 10 cm X 3,2 mm X 3 um e ACE AQ® C18 15cm x 4,6 mm x 5

um.

e Eliminacdo dos niveis basais de retinol e 4cido retingico

Solucdes etandlicas de retinol na concentracdo de 100 ng/mL e de &cido
retindico na concentracdo de 1 ng/mL foram irradiadas com lampada UV 254nm e
aliquotas foram retiradas nos tempos de 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 45 min, 60
min, 90 min, 120 min e 180 min. Estas aliquotas foram analisadas por CLAE-EMS
para observar o decaimento da area dos analitos.

Amostras de soro branco também foram irradiadas por um tempo de 6,5 h

para observar se era possivel eliminar o retinol e &cido retindico basal.

e Escolha do Método de Extracdo dos Analitos a partir da Matriz
Bioldgica

Para extrairmos os analitos a partir da matriz biolégica, foram avaliados
dois métodos de extracdo: liquido-liquido e em fase sdlida. Na escolha do método
a ser empregado foram considerados os parametros: indice de recuperacdo dos
analitos, capacidade de eliminar interferentes, condicbes de deteccédo e
quantificacdo dos dois analitos (retinol e acido retindico) e risco operacional,
levando-se em conta as particularidades destas substancias com relacdo a

oxidacéo, isomerizacao e degradagéo.
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Extracdo liquido-liquido

A 1 mL de soro foram adicionados 3 mL de Hidroxido de potassio (KOH)
0,025 M e esta mistura foi submetida ao vortex por 20 segundos. Apos a
homogeneizacdo, foram adicionados 3 mL de hexano e procedeu-se nova
homogeneizacéo por 20 segundos em vortex. Esta mistura foi centrifugada por 5
minutos, a 10000 rpm em temperatura ambiente e a fase organica contendo os
retindides apolares (retinol e ésteres de retinila) foi coletada, evaporada,
ressuspensa em fase movel e injetada em cromatografo liquido.

A fracdo aquosa foi adicionado 250 pL de &cido cloridrico (HCI) 4M e esta
mistura foi submetida ao vortex por 20 segundos. Apdés a homogeneizacéo, foram
adicionados 3 mL de hexano e procedeu-se nova homogeneizagdo por 20
segundos em vortex. Assim como na extracdo com base, esta mistura foi
centrifugada por 5 minutos, a 10.000 rpm em temperatura ambiente e a fase
organica contendo agora os retindides polares (acido retindico e seus metabdlitos)
foi coletada, evaporada, ressuspensa em fase movel e injetada no cromatografo

liquido.

Extracdo em fase so6lida

O processo de EFS foi desenvolvido em quatro etapas: condicionamento
do cartucho, carga com a amostra, lavagem (desproteinizacéo) e eluicdo em linha
(on line). Foram avaliados quatro cartuchos de diametro interno de 10 X 2 mm,
porém com fases sélidas e granulometrias diferentes: BondElut C18 40-90 um;
BondElut C8 40-90 um; HySphere C18 (EC) 8 ym e HySphere Resin GP 10-12
pm.

Apés a escolha do cartucho extrator, foram avaliadas duas extracdes:

12 Condicionamento com acetato de aménio 2%, carga com 100 puL de
soro, lavagem com metanol, eluicdo com FM e lavagem do cartucho com acetato
de amonio 0,5%: ACN (85:15).

22 Condicionamento com agua:acetonitrila (2:1), carga com 100 uL de
soro, lavagem com &gua, eluicdo com FM e lavagem do cartucho com ACN.

Entre essas duas extracbes, a segunda foi escolhida, por fornecer

melhores perfis dos picos cromatogréaficos e separacao dos interferentes.
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Apoés a escolha dos solventes que seriam utilizados em cada etapa da
extracdo, foram avaliados diferentes volumes e fluxos para cada um deles. A
etapa de carga também foi avaliada de forma que ocorressem uma ou duas
cargas de soro no cartucho. Apés, decidir que seriam necessarias duas cargas de
100 pL de soro para obtermos limite de quantificacdo adequado, foi avaliado a

necessidade de haver lavagem ou ndo entre essas cargas.

e Teste para avaliar a eficiéncia da EFS em separar os analitos
(retinol e acido retindico) dos produtos enddgenos interferentes (ésteres de
retinila)

A eficiéncia do processo EFS em reter os ésteres de retinila presentes
na matriz biolégica (soro) e deixar passar a coluna os analitos (retinol e acido

retindico) foi avaliada pelo seguinte procedimento:

- Uma solucéo de palmitato de retinila na concentracéo de 200 ng/mL foi
injetada de maneira direta (controle positivo) para observar se as
condigbes experimentais permitem quantificar este éster, monitorado
pela transicdo m/z 269 — 93 e determinar o seu tempo de retencao;

- Apés esta injecdo, uma amostra de soro branco foi enriquecida com
200 ng/mL do palmitato de retinila, submetida a EFS e, posteriormente, a
corrida cromatografica nas mesmas condicdes que a solucdo. A
eficiéncia do processo de EFS foi avaliada através da comparacdo dos
cromatogramas obtidos a partir da amostra de soro enriquecido com

palmitato de retinila com o controle positivo.

4.7.5 Validagédo de Metodologia Analitica na Matriz Biologica

Os parametros analiticos utilizados para validacdo do método de
quantificacdo do retinol e do acido retindico por CLAE-EMS foram: linearidade,
precisdo e exatiddo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, indice de
recuperacgédo e estabilidade em solucao e na matriz bioldgica.
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e Linearidade
A linearidade foi avaliada através da construcdo das curvas de calibracao

em soro contendo concentracdes adequadas de cada analito:

1° calibrador: 1 ng/mL de &cido retindico e 60ng/mL de retinol

2° calibrador: 2,8 ng/mL de acido retindico e 140 ng/mL de retinol
3° calibrador: 4,6 ng/mL de &cido retindico e 220 ng/mL de retinol
4° calibrador: 6,4 ng/mL de &cido retinéico e 300 ng/mL de retinol
59 calibrador: 8,2 ng/mL de &cido retindico e 380 ng/mL de retinol

6° calibrador: 10,0 ng/mL de &cido retindico e 460 ng/mL de retinol

Para que fossem aceitas, as curvas foram aprovadas em todos os critérios

de aceitacdo preconizados pela Resolucdo-RE N°899 da Anvisa.

e Precisdo e Exatidao

A precisdo e a exatiddo foram avaliadas através da quantificacdo de seis
réplicas de CQ_CB (2,0 ng de &cido retindico e 120 ng de retinol), CQ_CM (5,5 ng
de &cido retindico e 190 ng de retinol) e CQ_CA (7,5 ng de acido retinbico e 345
ng de retinol), em trés dias diferentes de forma que fossem determinadas a
precisao e exatidao intra- e inter-corridas.

O valor de CQ_CB foi calculado sendo duas vezes a concentracéo do LIQ.
O CQ_CA corresponde a 75% do LSQ e o CQ_CM é, aproximadamente, a média
entre CQ_CB e CQ_CA.

Os valores experimentais médios das seis réplicas por concentracao foram
utilizados para determinar a precisdo e a exatiddo em cada uma das

concentracdes analisadas, seguindo as formulas:

DP
isdo= —— X1
Precisdo M 00

Onde, DP é o desvio padréo e CM é a concentracdo média determinada.
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Conc. Média Experimental
Conc. Teorica

Exatiddo = X 100

A precisdo e exatiddo inter-corridas foi calculada através da média dos
valores encontrados para precisao e exatidao intra-corridas em cada um dos trés

dias de analise.

e Limite de Deteccéo
O LD foi estabelecido pelo método da relacdo sinal/ruido da linha de base
determinado a partir de quantidades decrescentes dos analitos em solucdo até

que fosse obtida a relagéo sinal/ruido de 2:1.

e Limite de Quantificacao
O LQ de gquantificacdo foi determinado através da resposta de preciséo e
exatiddo do LIQ.

e indice de Recuperacio

A recuperacéo foi analisada através da injecdo de quatro amostras de soro
branco para célculo do retinol e &cido retindico basal e quatro amostras de soro
enriquecidas com os analitos nas concentracdes de CQ _CB, CQ CM e CQ_CA
sem adicdo Pl e extraidas por EFS e soro enriquecido somente com Pl e
posteriormente extraido por EFS. O objetivo da injecdo do soro branco foi subtrair
dos CQs, a area correspondente aos niveis basais dos analitos, para que a
recuperacéo pudesse ser comparada com a injecao de solugdes-padrao.

O calculo da recuperacéo foi feito de acordo com as equacdes abaixo:

Area amostras extraidas = area CQ — area soro branco

R(%) = Area amostras extraidas x 100

Area de solucbes
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e Estabilidade dos analitos em solucéo
Para avaliar a estabilidade das solugbes-padrao, foram preparadas
solugbes nas concentracfes correspondentes aos CQ_CB e CQ_CA. Estas
solucbes foram deixadas nas condi¢cbes do laboratério (temperatura 20-25 °C e
umidade relativa 35-55%) durante o periodo de 8 horas e posteriormente
injetadas. Os resultados foram comparados com injecbes de solugcbes nas

mesmas concentracdes, porém recentemente preparadas.

e Estabilidade dos analitos apo6s ciclos de congelamento e
descongelamento das amostras soroldgicas, curta duracdo (8 horas) e nas
condicdes de analise (p6s-processamento)

Trés réplicas de amostras controle (CQ_CB e CQ_CA) de retinol e acido
retindico foram submetidas as seguintes condicfes experimentais:

(a) Congeladas a -80 °C por um periodo de 24 horas, sendo submetidas
ao descongelamento a temperatura ambiente e quando completamente
descongeladas, as amostras foram novamente congeladas por 12 horas,
repetindo este processo de congelamento e descongelamento até serem obtidos
trés ciclos. Apds os ciclos terem sido completados, as amostras foram extraidas
e, entdo, analisadas;

(b) Deixadas nas condicOes laboratoriais durante 8 horas e depois
extraidas e analisadas (estabilidade de curta duracdo)

(c) Deixadas na bandeja do injetor de amostras, em temperatura ambiente
por 22 horas e depois extraidas e analisadas (estabilidade pds-processamento).

Os valores quantificados para essas amostras foram comparados aos
obtidos com CQs recém-preparados.

A estabilidade pés-processamento, normalmente, é realizada extraindo-se
os analitos a partir da matriz bioldgica e deixando-se essa amostra ja preparada
no injetor por um periodo de tempo superior a corrida analitica de um lote. No
caso da EFS, as amostras séo injetadas e somente depois extraidas e, por isso,
as amostras permaneceram pelo tempo de corrida de um lote no injetor sem

terem passado por qualquer tipo de tratamento.
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4.7.6 Validacdo da Metodologia Analitica em Solucéo

Apoés ter sido garantido que a metodologia analitica desenvolvida para
quantificacdo do retinol e acido retindico foi aprovada em todos os parametros
analiticos de validacdo em matriz bioldgica preconizados pela Resolugdo-RE N°
899 da Anvisa, uma nova validacao, porém, agora, em solucéo foi realizada.

O motivo da realizagdo desta validacdo em solugcdo estd relacionado ao
fato da matriz biolégica (soro) conter quantidades enddgenas de retindides que
nao puderam ser eliminadas e, portanto, foi necesséario quantificar as amostras a
partir de curvas de calibracdo construidas em solucdo, conforme Rihl e
Schweigert (2003) e Gundersen e colaboradores (2007). O indice de recuperacéo
foi utilizado para o calculo das concentracdes dos analitos no soro de pacientes,
de forma que a diferenca entre as matrizes pudessem ser compensadas.

Na validacdo do método de quantificacdo a partir de curvas de calibragcéo
construidas em solucdo, foram investigados os parametros de linearidade,
precisdo, exatiddo e estabilidade em solucdo nas condicdes de analise do
método. Os critérios utilizados para aprovacdo também estdo descritos na
Resolucdo-RE N° 899 da Anvisa, porém ndo sdo 0os mesmos utilizados para
matriz biolégica. As alteragfes, nestes critérios, sdo:

- O coeficiente de correlacdo (r) minimo para aceitacdo das curvas
analiticas € de 0,99;

- Para a precisao e exatidao intra-corrida sao utilizadas trés réplicas dos
CQs (CQ_CB, CQ_CM e CQ_CA) e a precisao inter-corrida é realizada em dois
dias diferentes. O valor maximo aceito para DPR é de 5%.

Na nova validacdo foram alteradas as concentracées dos calibradores e

CQs. Os novos valores utilizados foram:

1° calibrador: 0,25 ng/mL de acido retindico e 3 ng/mL de retinol
2° calibrador: 0,5 ng/mL de &cido retindico e 6 ng/mL de retinol
3° calibrador: 1 ng/mL de acido retindico e 12 ng/mL de retinol
4° calibrador: 2 ng/mL de acido retindico e 24 ng/mL de retinol
5° calibrador: 4 ng/mL de acido retindico e 48 ng/mL de retinol

6° calibrador: 8 ng/mL de acido retindico e 96 ng/mL de retinol



MATERIAL E METODOS

CQ_CB: 0,75 ng/mL de &cido retindico e 9 ng/mL de retinol
CQ_CM: 3 ng/mL de acido retindico e 36 ng/mL de retinol
CQ_CA: 6 ng/mL de &cido retindico e 72 ng/mL de retinol

4.8 Preparo de Amostras dos Pacientes para Quantificacao

Ap6s o descongelamento das amostras de soro dos pacientes, foram
adicionados 10 pL de solucdo de Pl 2 pg/mL a 990 pL deste soro. As amostras
foram vortexadas e depois filtradas através de membranas de acetato de celulose
de 0,45 um. A amostra filtrada foi, entdo, submetida a EFS on line. As amostras
foram quantificadas diretamente pelo software MassLynx 4.0.

Cada lote foi composto pelas amostras branco, zero, seis calibradores de
concentracfes diferentes em duplicata, amostras de quinze pacientes e CQs para
garantir a precisédo e exatiddo do método analitico durante o tempo de analise de
uma corrida analitica. No total foram analisados quatro lotes.

Para que o lote fosse aceito, as curvas de calibracdo precisavam ser
aprovadas seguindo os mesmos critérios de aceitacdo utilizados na validacdo da
metodologia analitica e, além disso, pelo menos 67% das amostras controles
(CQ_CB, CQ_CM e CQ_CA) que foram adequadamente distribuidas entre as
amostras dos pacientes, constituindo pelo menos 5% do total das amostras a
serem quantificadas, precisavam ser aprovadas. Para que estas amostras fossem
aceitas foram necessarios desvios menores que 15% dos seus respectivos

valores nominais.

4.9 Analise Estatistica

Para observar a existéncia de algum dado aberrante nos resultados dos
ensaios de validacdo analitica, foi realizado o teste de Grubbs para o nivel de
significancia de 5%

As andlises estatisticas foram realizadas no pacote estatistico SPSS for
windows versdo 17.0. Na descricdo da amostra, os dados foram expressos em
média + desvio padrdo para variaveis numeérica e percentual para as variaveis

qualitativas.
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As medidas de tendéncia central e de dispersao das variaveis continuas
foram calculadas. Aplicou-se o teste de aderéncia a curva normal Kolmogorov-
Smirnov visando avaliar a simetria da curva de distribuicdo dos niveis séricos de
retinol e demais parametros. Identificou-se a distribuicdo dos valores referidos
como normal.

A comparacao das variaveis numéricas entre dois grupos foi realizada pelo
teste t-Student e a correlagdo entre as varidveis numéricas foram avaliadas pelo
teste de correlacdo de Pearson.

O critério de determinacéo de significancia foi o nivel de 5%.
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5.1 Resultados da Etapa Analitica
5.1.1 Definicdo dos Parametros de Espectrometria de Massas

Entre a ionizacdo por ESI ou APCI, foi escolhido a ESI, pois neste modo
obtivemos maior abundancia relativa dos dois analitos. Dentre os modos de
ionizacdo testados, foi escolhido o ESI positivo, uma vez que encontramos
dificuldade em ionizar o retinol em modo negativo.

Inicialmente, foram feitos os fragmentogramas do retinol, acido retindico e
acetato de retinila (PI), em diversas voltagens de cone e energias de colisdo e, a
partir dai, foram escolhidas as transi¢cdes idnicas a serem monitoradas e as

melhores voltagens para obtencado destas transicées (quadro 6).

Quadro 6. Monitorizacdo em modo MRM do retinol, acido retindico e acetato de retinila

; s A Energia do cone de Energia de colisé@o
Analito Transicéo idnica i
ionizacéo (V) V)
Retinol m/z 269 — 93 30 30
Acido retinoico m/z 301 — 205 22 16
Acetato de retinila m/z 269 — 93 30 30

A fragmentacdo do retinol em modo positivo com uma voltagem de 30 V no

cone de ionizacdo e uma energia de colisdo de 30 V promove uma abundante
transicdo m/z 269 — 93, correspondente a perda de uma molécula de agua do ion
precursor [M-H]" e uma posterior quebra da molécula resultante gerando o

fragmento 93, conforme as figuras 12 e 13 (CAPOTE et al., 2007).
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Figura 12. Fragmentograma do retinol. Fase mével metanol:dgua com adi¢cdo de acido férmico
0,1%, eletrospray positivo, cone de ionizagédo 30 V e energia de colisédo 30 V

H
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Figura 13. Esquema de fragmentagdo proposto para a molécula de retinol.

O fragmento monitorado para o acetato de retinila corresponde a perda do
acetato (hidrélise na interface devido a elevada temperatura em meio acido) e,
posteriormente, de uma molécula de agua gerando os mesmos fragmentos que o
retinol.

A fragmentacg&o do &cido retindico em modo positivo com uma voltagem de
22 V de energia de cone e uma energia de colisdo de 16 V, promove a transicao

m/z 301 — 205, conforme as figuras 14 e 15.
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Figura 14. Fragmentograma do &cido retindico. Fase mével metanol:dgua com adicéo de &cido
férmico 0,1%, eletrospray positivo, cone de ionizacédo 22 V e energia de colisdo 16 V

Figura 15. Esquema de fragmentagao proposto para a molécula de acido retindico.

Os outros parametros desenvolvidos para a EM foram:
e Energia de ionizagao no capilar: 2,5 kV

¢ Fluxo do gas de dessolvatacdo: 650 L/h
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5.1.2 Definicdo dos Parametros Cromatograficos

Durante o desenvolvimento do método analitico foram avaliadas varias
colunas cromatograficas e combinacfes de fases moveis. Dentre as colunas
testadas, a ACE AQ® foi a que forneceu melhores resultados para a resolucdo de
picos interferentes, além de apresentar picos de formato simétrico para o0s
analitos e PI.

Para a escolha da fase movel, foram testados tampdes e solventes que
fossem compativeis com a EM. Essencialmente, tampdes e solventes nao-
volateis foram excluidos para prevenir a precipitagdo na fonte de ionizacdo. A
escolha da melhor fase movel entre os diferentes solventes testados foi baseada
na separacdo cromatografica, nos tempos de retencdo e na intensidade dos
analitos. A melhor fase modvel testada foi composta de 95% da mistura
acetonitrila:metanol (55:45 v/v) com adicdo de 0,1% de &cido formico e 5% de
tampdo acetato de aménio 0,01M pH 6,9 com adi¢cdo de 0,1% de acido férmico
em um fluxo de 0,7 mL por minuto. A adicdo de acido férmico na fase movel
facilita a protonacdo dos analitos no modo positivo de ionizacdo. Com esta fase
movel e a coluna ACE AQ®, os tempos de retencdo foram de 5,24 minutos para o
retinol; 5,08 minutos para o acido retingico e 6,03 minutos para o PI.

Assim, os parametros cromatograficos escolhidos para a metodologia
analitica foram:

e Coluna: ACE AQ® C18 15 cm x 4,6 mm x 5 ym em temperatura

ambiente

e Fase movel A:B (5:95 v/v), onde fase movel A é tampédo acetato de

amonio 0,01M pH 6,9 com adicao de 0,1% de &cido férmico e fase movel B

é acetonitrila:metanol (55:45 v/v) com adicéo de 0,1% de acido férmico

e Fluxo: 0,7 mL/min

¢ Volume de injegado: 100 uL

5.1.3 Eliminac&o dos Niveis Basais de Retinol e Acido Retindico

Apos a solucao de retinol ser irradiada com lampada UV por um periodo de

180 minutos, ndo houve completa degradagcdo do mesmo, tendo a area do analito
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diminuido em cerca de 60%. J4 para a solucdo de acido retindico ocorreu
completa degradacéo em um periodo de 120 minutos. O soro branco foi irradiado
por um periodo de 6,5 horas ndo havendo degradacdo completa de nenhum dos
dois retindides. A partir desses resultados, decidiu-se utilizar um poll de soro de
voluntarios, sem remover as quantidades basais dos retindides, na validacdo da

metodologia analitica.

5.1.4 Definicdo do Método de Extragao

Embora, a ELL tenha sido eficiente, ela n&o foi utilizada por apresentar
alguns problemas. Primeiramente, ela ocorre em muitas etapas 0 que € um risco
adicional a oxidacdo e isomerizacdo dos analitos. Ela também requer grande
contato do analista com a amostra bioldgica, 0 que neste caso € um risco para a
seguranca do mesmo, uma vez que muitos pacientes possuem cirrose de
etiologia viral. Além disso, nosso objetivo era realizar uma Unica corrida analitica
para a quantificacdo dos dois analitos, 0 que nesse caso nao foi alcancado, uma
vez que o retinol é extraido com a base, enquanto o &cido retindico € extraido
com o &cido, sendo entdo obtidos em fragBes diferentes da extracdo. Outro
problema é que na fracdo basica sdo extraidos o retinol e todos os ésteres de
retinila que na espectrometria de massas geram o fragmento de m/z 269. Assim,
seria necessaria uma longa corrida cromatografica para que houvesse uma
separacao adequada de todos esses ésteres.

A grande vantagem da EFS esta no fato de podermos escolher diferentes
recheios para o cartucho e diversos solventes para realizar a extracdo, de forma
gue os ésteres de retinila fiqguem presos ao cartucho e somente o retinol e o acido
retindico sejam eluidos, de forma que a corrida cromatografica possa ser rapida.
Este fato foi demonstrado através do teste de injecdo de solucdo e soro
enriquecido com palmitato de retinila.

Segundo Got e colaboradores (1995), em uma corrida cromatografica
utilizando uma coluna de fase reversa, o acetato de retinila € o éster com menor
tempo de retencéo, sendo seguido pelo palmitato de retinila e posteriormente pelo
oleato de retinila. Assim, quando fizemos a injecéo direta da solucdo de palmitato
de retinila pode-se observar o pico referente a esse éster no tempo de retencéo
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de 36,14 minutos (figura 16), porém quando realizamos a EFS do soro
enriquecido com o palmitato de retinila e submetemos as mesmas condigdes de
andlise por 60 minutos, o pico referente ao palmitato ndo apareceu (figura 17), o
que significa que este éster assim como 0s outros que sdo mais lipofilicos
permanecem presos ao cartucho e ndo sao eluidos.
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Figura 16. Cromatograma obtido apos injecéo direta de solugdo de palmitato de retinila 200
ng/mL. A andlise foi realizada em modo MRM, monitorando a transicdo m/z 269 — 93 para este
analito.
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Figura 17. Cromatograma obtido apos EFS de soro enriquecido com palmitato de retinila 200
ng/mL. A analise foi realizada em modo MRM, monitorando a transicdo m/z 269 — 93 para este
analito.

A metodologia final desenvolvida para a EFS foi:

Cartucho extrator fase HySphere C18 (EC), 8 um

e Condicionamento com 1,0 mL de ACN, fluxo de 8000 pL/min
e Equilibrio com 2,0 mL de agua, fluxo de 8000 pL/min

e Duas cargas com 100 uL de soro

e Lavagem com 2,0 mL de agua, fluxo de 8000 pL/min

Eluicdo com fase movel por 3,5 minutos
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A figura 18 mostra o cromatograma apos a injecdo de soro de um paciente

com cirrose Child A, utilizando o método de EFS e CLAE-EMS desenvolvido e

descrito anteriormente.
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Figura 18. Cromatograma em modo MRM obtido a partir de amostra de soro de paciente com
cirrose Child A, no tempo de colheita de Oh, submetida a EFS e monitorando as transicdes m/z
269 — 93 para retinol (Tr = 5,24 min) e PI (Tr = 6,03 min) e m/z 301 — 205 para acido retindico (Tr

= 5,08 min).

5.1.5 Validagcdo da Metodologia Analitica em Matriz Biologica

e Precisao e Exatidao

As concentragBes experimentais dos CQs utilizados para o célculo de

precisao e exatiddo foram determinadas em trés dias (Dia 1, 2 e 3) com o auxilio

de curvas de calibracdo construidas especificamente para esse fim (tabelas 1-9).

A precisdo e exatidao inter-dias foram calculadas através da meédia entre os

resultados de cada dia de precisao e exatidao intra-dia (tabelas 10 e 11)
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Precisdo e Exatiddo Dia 1

Valores das constantes da equag¢ao da reta - ROH

a= 0,00057

b =0,1546

Onde ROH é retinol

r=0,9847

Tabela 1. Valores das concentracBes dos calibradores empregados na constru¢do da
calibracéo para calcular preciséo e exatidéo do retinol - ROH — Dia 1

curva de

ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev
cc1 cc2 cc3 cca CCc5 CCé
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
C. N 60 140 220 300 360 460
Det. 1 60,9 1,4 134,4 -4,0 2439 10,8 326,1 8.7 323 -15,0 467,2 1,6
Det. 2 574 -4.8 145,3 38 2448 11,3 300,4 0,1 333,6 -12,2 4523 -1,7

* CC1l: Concentracdo calibrador 1; CC2: Concentra¢do calibrador 2;

concentracdo nominal conhecida de retinol.

Valores das constantes da equac¢ao dareta - RCOOH

a= 000421

b = 0008625

CC3: Concentracao
calibrador 3; CC4: Concentracdo calibrador 4; CC5: Concentracdo calibrador 5; CC6:
Concentracao calibrador 6; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12 réplica; Det. 2:
valor de concentracdo encontrado para 22 réplica, %Dev: Desvio padrdo percentual; C. N:

r= 09909

Onde RCOOH é &cido retindico

Tabela 2. Valores das concentraces dos calibradores empregados na constru¢éo da curva de
calibracdo para calcular precisédo e exatiddo do acido retindico — RCOOH — Dia 1

RCOOH | %Dev | RCOOH | %Dev | RCOOH | %Dev | RCOOH | %Dev | RCOOH | %Dev | RCOOH | %Dev
cc1 cc2 cc3 cca cc5 CcC6
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
C.N 1 2,8 4,6 6,4 8,2 10
Det. 1 1,0 34 29 25 51 10,4 6,6 2.4 8,3 0.6 8,6 -13.8
Det. 2 0,9 -7.2 29 1.9 49 59 6,8 6,2 76 -7.2 9,5 -52

* CC1: Concentracédo calibrador 1; CC2: Concentragdo calibrador 2; CC3: Concentracéo
calibrador 3; CC4: Concentracdo calibrador 4; CC5: Concentracdo calibrador 5; CC6:
Concentracgao calibrador 6; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12 réplica; Det. 2:
valor de concentracdo encontrado para 22 réplica, %Dev: Desvio padrdo percentual; C. N:
concentracdo nominal conhecida de &acido retindico.
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Tabela 3. Precisdo e exatiddo do retinol — ROH e &acido retindico — RCOOH - Dia 1: valores
nominais e experimentais das seis réplicas das amostras controle de qualidade (CQ) nas
concentracdes baixa (CB), média (CM) e alta (CA)

ROH ROH ROH RCOOH RCOOH RCOOH
cQ CB cQ CM CQ CA cQ CcB cQ CM cQ cA
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

Conc. Nominal 120 190 345 2 55 75
Det. 1 136,1 200,9 392,6 22 6,2 8,6
Det. 2 119,0 1778 369,7 1,8 57 8,2
Det. 3 118,2 165,2 321,1 2.1 52 8,2
Det. 4 119,8 1711 301,6 1,9 4.8 8,3
Det. 5 107,2 180,3 331,6 23 55 8,3
Det 6 — 177,3 — 22 6,0 76
Média 120,6 178,8 3433 2.1 5,6 8,2

DP 10,3 12,2 371 0,2 0,5 0,3
Prec. 8,61 6,80 10,80 9,32 9,28 4,01
Exat 100,05 94,09 99,51 104,17 101,21 109,33

*Conc. Nominal: concentracdo nominal conhecida de retinol ou &cido retindico; DP: desvio
padréo; Prec.: precisdo; Exat.: exatiddo; Det. 1: valor de concentragdo encontrado para 12
réplica; Det. 2: valor de concentracdo encontrado para 22 réplica; Det. 3: valor de
concentragcdo encontrado para 32 réplica; Det. 4: valor de concentracdo encontrado para 42
réplica; Det. 5: valor de concentragdo encontrado para 5% réplica; Det. 6: valor de
concentragcdo encontrado para 62 réplica; --- valor da determinagao foi excluido do célculo
por possuir %Dev maior do que 15 ou por ser aberrante no teste de Grubbs.

Precisdo e Exatiddo Dia 2

Valores das constantes da equac¢ao dareta - ROH

a= 0,00064

b=0,1831

Onde ROH é retinol

r=0,9945

Tabela 4. Valores das concentracBes dos calibradores empregados na construgdo da curva de

calibracdo para calcular preciséo e exatidao do retinol - ROH — Dia 2

ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev
cc1 cc2 cc3 cc4 CC5 CCé6
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
C.N 60 140 220 300 360 460
Det. 1 60,5 0.9 1353 -3.3 2325 57 282,2 -5,9 419,6 10.4 456,0 -0.9
Det. 2 59,5 -0,8 142,2 1,6 213,4 -3,0 3141 4.7 366,3 -36 434,0 -56

* CC1: Concentracédo calibrador 1; CC2: Concentragcdo calibrador 2; CC3: Concentracéo
calibrador 3; CC4: Concentragdo calibrador 4; CC5: Concentracdo calibrador 5; CC6:
Concentracgao calibrador 6; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12 réplica; Det. 2:
valor de concentracdo encontrado para 22 réplica, %Dev: Desvio Padrdo percentual; C. N:
concentracdo nominal conhecida de retinol.
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Valores das constantes da equacao dareta - RCOOH

a= 0,002988 b = 0,008433 r=0,9929

Onde RCOOH é &cido retindico

Tabela 5. Valores das concentracGes dos calibradores empregados na construcéo da curva de
calibracao para calcular preciséo e exatiddo do acido retinéico — RCOOH — Dia 2

RCOOH | %Dev | RCOOH | %Dev | RCOOH | %Dev | RCOOH %Dev | RCOOH | %Dev | RCOOH | %Dev
cc1 cc2 cc3 cc4 CC5 CCé
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
C.N 1 2,8 4.6 6,4 8,2 10
Det. 1 1,0 1,5 2,8 -0,1 4.8 4.6 59 -8,0 8,0 -2,6 10,2 1.8
Det. 2 1,0 -25 2,9 4.3 4,8 4.1 58 -9,7 7.7 -5,6 11,2 12,2

* CC1: Concentracédo calibrador 1; CC2: Concentragdo calibrador 2; CC3: Concentragéo
calibrador 3; CC4: Concentracdo calibrador 4; CC5: Concentracdo calibrador 5; CC6:
Concentracgao calibrador 6; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12 réplica; Det. 2:
valor de concentracdo encontrado para 22 réplica, %Dev: Desvio Padrdo percentual; C. N:
concentracdo nominal conhecida de &cido retindico.

Tabela 6. Precisdo e exatiddo do retinol — ROH e &cido retindico — RCOOH — Dia 2: valores
nominais e experimentais das seis réplicas das amostras controle de qualidade (CQ) nas

concentracdes baixa (CB), média (CM) e alta (CA)

ROH ROH ROH RCOOH RCOOH RCOOH
ca_cB CcQ_CM CQ_CA cQ_CcB CcQ_CM CQ_CA
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
Conc. Nominal 120 190 345 2 55 7.5
Det. 1 110,8 178,2 310,6 1,9 6,0 6,4
Det. 2 114,9 169,2 298,5 1,9 4,8 6,6
Det. 3 103,9 163,7 306,9 1,9 51 6,7
Det. 4 103,7 191,2 312,6 1,9 54 7.8
Det. 5 113,9 163,7 2943 1,8 6,2 8,6
Det. 6 - - - - 4,8 -
Média 109,4 173,2 304,6 1,9 54 7.2
DP 54 1,7 7.9 0,04 0,6 0,9
Prec. 4,90 6.74 2,59 2,38 11,17 13,08
Exat 91,20 91,16 88.28 94,00 97,88 96,27

*Conc. Nominal: concentracdo nominal conhecida de retinol ou acido retindico; DP: desvio
padrdo; Prec.: precisdo; Exat.: exatiddo; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12
réplica; Det. 2: valor de concentragdo encontrado para 22 réplica; Det. 3: valor de
concentragcdo encontrado para 3?2 réplica; Det. 4: valor de concentracdo encontrado para 42
réplica; Det. 5: valor de concentragdo encontrado para 5% réplica; Det. 6: valor de
concentragcdo encontrado para 62 réplica; --- valor da determinagao foi excluido do célculo
por possuir % Dev maior do que 15 ou por ser aberrante no teste de Grubbs.
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Precisdo e Exatiddo Dia 3

Valores das constantes da equacao dareta - ROH
a= 0,000628 b=0,1069 r=0,9860
Onde ROH é retinol

Tabela 7. Valores das concentracGes dos calibradores empregados na construcdo da curva de
calibracdo para calcular preciséo e exatiddo do retinol - ROH — Dia 3

ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev
cc1 cc2 cc3 cc4 ccs5 CcC6
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
C.N 60 140 220 300 360 460
Det. 1 60,4 0,7 146,5 4.6 232,2 55 319,8 6,6 376,2 -1,0 403,8 -12,2
Det. 2 54,9 -8,5 154,2 10.1 2352 6.9 305,4 1,8 379,9 0.0 392,7 -14.6

* CC1: Concentracédo calibrador 1; CC2: Concentragdo calibrador 2; CC3: Concentragéo
calibrador 3; CC4: Concentracdo calibrador 4; CC5: Concentracdo calibrador 5; CC6:
Concentracao calibrador 6; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12 réplica; Det. 2:
valor de concentracdo encontrado para 22 réplica, %Dev: Desvio Padrdo percentual; C. N:
concentracdo nominal conhecida de retinol.

Valores das constantes da equag¢ao dareta - RCOOH

a= 0002786 b = 0,00555 r=0,9884

Onde RCOOH é &cido retindico

Tabela 8. Valores das concentracfes dos calibradores empregados na construcdo da curva de
calibracao para calcular preciséo e exatiddo do &cido retindico - RCOOH — Dia 3

RCOOH | %Dev | RCOOH | %Dev | RCOOH | % Dev | RCOOH | % Dev | RCOOH | % Dev | RCOOH | % Dev
cc1 cc2 cc3 cc4 CC5 CC6
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
C.N 1 2,8 46 6,4 8,2 10
Det. 1 1,0 1,9 3.1 93 49 6,9 59 -8,3 93 13,7 9,6 -4,3
Det. 2 1,0 -3,2 25 -10,0 49 58 6.4 0.8 8,1 -1,8 8,9 -10,8

* CC1: Concentracédo calibrador 1; CC2: Concentragdo calibrador 2; CC3: Concentracéo
calibrador 3; CC4: Concentracdo calibrador 4; CC5: Concentracdo calibrador 5; CC6:
Concentracéo calibrador 6; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12 réplica; Det. 2:
valor de concentracdo encontrado para 22 réplica, %Dev: Desvio Padrdo percentual; C. N:
concentracdo nominal conhecida de &acido retindico.
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Tabela 9. Precisdo e exatiddo do retinol — ROH e &acido retindico — RCOOH - Dia 3: valores
nominais e experimentais das seis réplicas das amostras controle de qualidade (CQ) nas
concentracdes baixa (CB), média (CM) e alta (CA)

ROH ROH ROH RCOOH RCOOH RCOOH
cQ_CB cQ_cm CQ_CA cQ_cB cQ_CM CQ_CA
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

Conc. Nominal 120 190 345 2 55 75
Det. 1 116,7 209,7 3011 21 6,2 85
Det. 2 1352 203,9 313,6 22 5,6 6,8
Det. 3 1223 206,0 309,6 23 6.1 7.8
Det. 4 115,1 202,2 350,9 21 5.2 8.4
Det. 5 108,3 178,9 3123 7.7 59 83
Det. 6 130,0 - - - - 7.6
Média 121,3 200,1 3175 21 58 7.9

DP 10,0 19,3 0.2 0,2 0.4 0,6
Prec. 8.24 6.10 6.08 10,96 7.00 8.16
Exat 101,06 105,34 92,02 104,00 105.45 105,33

*Conc. Nominal: concentracdo nominal conhecida de retinol ou &cido retindico; DP: desvio
padréo; Prec.: precisdo; Exat.: exatiddo; Det. 1: valor de concentragdo encontrado para 12
réplica; Det. 2: valor de concentragdo encontrado para 22 réplica; Det. 3: valor de
concentragcdo encontrado para 32 réplica; Det. 4: valor de concentracdo encontrado para 42
réplica; Det. 5: valor de concentragdo encontrado para 5% réplica; Det. 6: valor de
concentragcdo encontrado para 62 réplica; --- valor da determinagao foi excluido do célculo
por possuir % Dev maior do que 15 ou por ser aberrante no teste de Grubbs.

Precisdo e Exatiddo Inter-dias

Tabela 10. Preciséo e exatiddo interdias para retinol em matriz bioldgica

cQ_CB cQ_CM cQ_CA
Dia Prec Exat Prec Exat Prec Exat
1 8,61 100,05 6,80 94,08 10,80 99,51
2 4,90 91,20 6,74 91,16 2,59 88,28
3 8,23 101,06 6,10 105,34 6,08 92,03
Interdias 7.25 97.44 6.54 96,86 6.49 93,28

*Prec.: preciséo; Exat.: exatiddo; CQ_CB: controle de qualidade de concentracdo baixa;
CQ_CM: controle de qualidade de concentragdo média; CQ_CA :controle de qualidade de
concentracdao alta.



RESULTADOS

102

Tabela 11. Preciséo e exatidao interdias para acido retindico em matriz biolégica

CQ_CB cQ_Cm CQ_CA
Dia Prec Exat Prec Exat Prec Exat
1 9,32 104,17 9,28 101,21 4,01 109,33
2 2,38 94,00 11,17 97,88 13,08 96,27
3 10,96 104,00 7,00 105,45 8,16 105,33
Interdias 7.55 100.72 9.15 101.52 8.42 103,64

*Prec.: preciséo; Exat.: exatiddo; CQ_CB: controle de qualidade de concentragdo baixa;
CQ_CM: controle de qualidade de concentragdo média; CQ_CA :controle de qualidade de

concentracgao alta.

e Limite de Deteccéo

Através da injecdo de solu¢cdes contendo concentracdes decrescentes dos

analitos até obtencdo da relacdo sinal/ruido de 2:1, ficou estabelecido um limite

de deteccédo de 0,25ng/mL para o acido retindico e 3 ng/mL para o retinol.

e Limite de Quantificacéo
O limite de quantificacdo foi estabelecido através do calculo de precisao e
exatiddo para as concentracdes de 1 ng/mL de acido retindico e 60 ng/mL de

retinol (tabela 12). A curva utilizada para este calculo foi a mesma da preciséo e

exatiddo — Dia 1.
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Tabela 12. Precisédo e exatidédo do retinol — ROH 60 ng/mL e acido retindico — RCOOH 1 ng/mL
para determinacéo de limite de quantificacdo: valores nominais e experimentais de cinco réplicas

ROH % Dev RCOOH % Dev
60 ng/mL 1 ng/mL
Det. 1 56,7 -5,5 1,1 71
Det. 2 50,7 -15,4 1,0 -2,2
Det. 3 48,7 -18,8 1,1 13,2
Det. 4 53,6 -10,6 0,9 -54
Det. 5 61,7 29 1,2 154
Média 543 1,1
DP 513 0,11
Prec 9.45 10,8
Exat 90.5 106.0

* Prec: precisdo; Exat: exatid@o; DP: desvio padrao; Det.1: valor de concentracdo encontrado
para 12 réplica; Det.2: valor de concentracdo encontrado para 22 réplica; Det.3: valor de
concentragcdo encontrado para 3?2 réplica; Det.4: valor de concentracdo encontrado para 42
réplica; Det.5: valor de concentragcdo encontrado para 5% réplica; %Dev: Desvio Padréo
percentual.

e Iindice de Recuperacéo

A recuperacéo foi calculada através da injecéo direta de solucdes de retinol
e acido retindico nas concentracbes de CQ_CB, CQ CM e CQ _CA e PI
separadamente. As areas dos sinais cromatograficos foram comparadas com a
area do soro extraido enriquecido com retinol, acido retindico e Pl nas mesmas
concentracbes das solugcbes subtraido da area de cada analito no soro branco
gue corresponde a quantidade dos retindides que ja estava presente no soro.

O indice de recuperacdo foi expresso em percentual (R%) para as
diferentes concentracdes de retinol (tabela 13), acido retindico (tabela 14) e PI
(tabela 15).
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Tabela 13. Areas dos sinais cromatograficos correspondentes as amostras controle de retinol
obtidas por injecéo direta da solucéo e por extracdo em fase sélida de soro para calculo do indice
de recuperacao

cQ_CcB cQ_cB ca_cm ca_cm CcQ_CA CQ_CA

soL EFS soL EFS soL EFS
Det.1 5832,769 1226,404 | 9179,644 1624,813 1770752 | 2756,276
Det. 2 5321,670 1287,714 | 8757,502 1666,593 19940,12 | 2778,064
Det. 3 5630,968 1241,279 | 9769,674 1628,662 1764322 | 2752,297
Det. 4 5890,456 1254,349 | 8518,656 1628,154 | 2136477 | 2757.022
Média 5793,966 1252,437 | 9056,369 1637,056 19163,91 2760,915
DP 112,971 26,143 548,470 19,766 1814,742 11,619
R (%) 21,62 18,08 14.41

* R(%): indice de recuperagdo em porcentagem; DP: desvio padréo; Det.1: area do pico cromatografico
da 12 réplica; Det.2: area do pico cromatografico da 22 réplica; Det.3: &rea do pico cromatogréfico da 32
réplica; Det.4: area do pico cromatografico da 42 réplica; SOL: area injecdo direta da solugao; EFS:
area soro enriquecido com analitos submetido & EFS menos area soro branco submetido a EFS;
CQ_CB: controle de qualidade de concentracdo baixa; CQ_CM: controle de qualidade de concentragao
média; CQ_CA: controle de qualidade de concentracéo alta.

Tabela 14. Areas dos sinais cromatogréaficos correspondentes as amostras controle de &cido
retindico obtidas por injecéo direta da solucéo e por extracdo em fase sélida de soro, para célculo
do indice de recuperacao

ca_ce cQ_cB ca_cm cQ_cm cQ_CA cQ_CA
soL EFS soL EFS soL EFS
Det.1 272,768 59,662 593,515 119,256 849,997 202,725
Det. 2 280,712 54,258 597,152 117,518 841,428 208,298
Det. 3 299,660 55,272 609,813 105,542 863,107 205,584
Det. 4 297,281 53,092 637,877 864,770 202,045
Média 287,610 55,571 609,590 114,105 854,828 204,663
DP 12,995 2,869 20,111 7.467 11,106 2,868
R (%) 19,32 18,72 23,94

* R(%): indice de recuperagcédo em porcentagem; DP: desvio padréo; Det.1: area do pico cromatografico
da 12 réplica; Det.2: area do pico cromatografico da 22 réplica; Det.3: area do pico cromatografico da 32
réplica; Det.4: area do pico cromatografico da 42 réplica; SOL: &area injecdo direta da solugdo; EFS:
area soro enriquecido com analitos submetido a EFS menos area soro branco submetido a EFS;
CQ_CB: controle de qualidade de concentracdo baixa; CQ_CM: controle de qualidade de concentragao
média; CQ_CA: controle de qualidade de concentragéo alta.
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Tabela 15. Areas dos sinais cromatograficos correspondentes as amostras de Pl obtidas por
injecdo direta da solugdo e por extragdo em fase sélida de soro para célculo de indice de
recuperacao

Pl-SOL Pl-EFS

Det.1 1084181 4654,768
Det. 2 118010,3 4595 582
Det. 3 136400,4 4926,537
Det. 4 = e
Média 1209429 4725,629
DP 14219,8 176,490
R (%) 3,91

* R(%): indice de recuperacdo em porcentagem; DP: desvio padréo; Det.1: area do pico
cromatogréfico da 12 réplica; Det.2: &rea do pico cromatogréafico da 22 réplica; Det.3: &rea do
pico cromatografico da 32 réplica; Det.4: area do pico cromatografico da 42 réplica; SOL:
area injecdo direta da solucdo; EFS: &rea soro enriqguecido com analitos submetido a EFS
menos area soro branco submetido a EFS.

e Estabilidade dos Analitos em Solucgéo

A estabilidade das solucbes foi avaliada através de amostras de CQ
deixadas durante 8 horas nas condicfes do laboratério. Estes resultados foram
comparados com amostras de solucdes de preparacao recente. A estabilidade foi
calculada pela formula empregada para o calculo de exatidado, utilizando-se o
valor da concentracdo da amostra recém-preparada como referéncia (ou

concentragcdo nominal) (tabelas 16-18).

Valores das constantes da equac¢ao dareta - ROH
a= 0,000507 b =-0,01901 r=0,9909

Onde ROH é retinol
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Tabela 16. Valores das concentragbes dos calibradores empregados na construcdo da curva de
calibracéo para calcular estabilidade de solu¢des-padrao de retinol

ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev
cc1 cc2 cc3 cca ccs cc6
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
C.N 60 140 220 300 360 460
Det. 1 66,7 11,2 1327 -52 230,5 4.8 299,0 -0,3 397,1 4.5 489,8 6,5
Det. 2 56,7 -5,6 124,8 -10.8 209,1 -4,9 2942 -1,9 368,9 -2,9 481,9 4.8

* CC1: Concentracdo calibrador 1; CC2: Concentragcdo calibrador 2; CC3: Concentracéo
calibrador 3; CC4: Concentracdo calibrador 4; CC5: Concentracdo calibrador 5; CC6:
Concentracao calibrador 6; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12 réplica; Det. 2:
valor de concentracdo encontrado para 22 réplica, %Dev: Desvio padrdo percentual; C. N:

concentragcdo nominal conhecida de retinol.

Valores das constantes da equacao dareta - RCOOH

a=0,001043

b =-0,00035

r=0,9949

Onde RCOOH é &cido retindico

Tabela 17. Valores das concentracfes dos calibradores empregados na construcdo da curva de

calibracao para calcular estabilidade de solugbes-padréo de acido retindico

RCOOH | %Dev | RCOOH | %Dev | RCOOH | %Dev | RCOOH | %Dev | RCOOH | %Dev | RCOOH | %Dev
cc1 cc2 (o] cc4 CC5 cc6
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
C.N 1 2,8 4,6 6,4 8,2 10
Det. 1 1,1 9,1 2,7 -4,9 5,0 9.5 58 -9,0 8,0 -2,9 11,4 14,3
Det. 2 0,9 -7.6 2,9 4.5 4,2 -8.8 5,6 -12,3 7,8 -4.8 11,3 12,7

* CC1: Concentracdo calibrador 1; CC2: Concentracdo calibrador 2; CC3: Concentracdo
calibrador 3; CC4: Concentracdo calibrador 4; CC5: Concentracdo calibrador 5; CC6:
Concentracao calibrador 6; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12 réplica; Det. 2:
valor de concentracdo encontrado para 22 réplica, %Dev: Desvio padrdo percentual; C. N:
concentragdo nominal conhecida de &cido retindico.
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Tabela 18. Estabilidade de solugdes de retinol e &cido retindico: valores nominais e experimentais
das trés réplicas das amostras controle de qualidade (CQ) nas concentracdes baixa (CB) e alta

(CA)
RETINOL AcCIDO RETINOICO
CQ_CBRP | CQ_CBS8H | CQ_CARP | CQ_CA8H | CQ_CBRP | CQ_CB8H | CQ_CARP | CQ_CAS8H
C.N. 120 120 345 345 2 2 7.5 75
Det. 1 103,9 121,2 307,0 3109 2,0 2.1 6.7 6.7
Det. 2 110,5 108,3 2943 346,7 2,1 2.1 6,8 85
Det. 3 123,4 105,0 353,1 310,9 1,7 2,1 %2 7.0
Média 111,5 113,1 316,1 321,8 1,9 2.1 7.1 72
DP 8,4 v 25,6 17,0 0,2 0,0 0,4 0,9
EST 101,46 101,80 108,62 102,48

*C. N: concentracdo nominal conhecida de retinol ou 4cido retindico; DP: desvio padréo;
EST: estabilidade; RP: solugdo recém-preparada; 8H: solucdo deixada em condicdes
laboratoriais por 8h; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12 réplica; Det. 2: valor
de concentracdo encontrado para 22 réplica; Det. 3: valor de concentracdo encontrado para
32réplica. Valores de concentragdo em ng/mL.

e Estabilidade dos Analitos apds Ciclos de Congelamento e
Descongelamento das Amostras Soroldgicas, Curta Duracao (8 horas) e nas
CondicBes de Andlise (pés-processamento)

A quantificacdo dos analitos nas amostras submetidas aos ensaios de
estabilidade foi realizada com o auxilio da mesma curva de calibracdo utilizada
para o calculo de precisdo e exatidao — dia 2.

A estabilidade na matriz biolégica foi calculada pela férmula empregada
para o calculo de exatiddo, utilizando-se o valor da concentragdo da amostra

recém-preparada como referéncia (ou concentragdo nominal) (tabelas 19-21).
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Tabela 19. Valores de concentrac@es de retinol e acido retindico em amostras submetidas aos
ciclos de congelamento e descongelamento e recém-preparadas para calculo de estabilidade

RETINOL ACIDO RETINOICO
cQ_CcB cQ_CB cQ_CA CcQ_CA cQ_cB CcQ_CB CcQ_CA CQ_CA
RP ccb RP ccp RP ccp RP ccb
C.N. 120 120 345 345 2 2 75 7.5
Det. 1 103,2 104,1 296,2 370,1 1,8 1,8 72 8,0
Det. 2 105,8 106,5 300,4 3395 1,9 1,7 7.3 7.0
Det. 3 107,6 106,9 302,7 304,3 1,9 18 7.1 6.6
Média 105,5 105,8 299,8 338,0 1,9 1,8 7.2 7.2
DP 22 1,5 3,3 32,9 0,06 0,06 0,1 07
EST 100,28 112,74 94,64 100,00

*C. N: concentragdo nominal conhecida de retinol ou &cido retindico; DP: desvio padréo;
EST: estabilidade; CQ_CB: controle de qualidade de concentracdo baixa; CQ_CA: controle
de qualidade de concentracdo alta; RP: amostra recém-preparada; CCD: amostra submetida
ao ciclo de congelamento e descongelamento; Det. 1: valor de concentracdo encontrado
para 12 réplica; Det. 2: valor de concentracdo encontrado para 22 réplica; Det. 3: valor de
concentracdo encontrado para 32 réplica. Valores de concentragdo em ng/mL.

Tabela 20. Valores de concentracbes de retinol e &cido retindico em amostras deixadas em
condicgdes laboratoriais por 8h e recém-preparadas para célculo de estabilidade de curta duragédo

RETINOL AcCIDO RETINOICO
cQ_CcB cQ_CB cQ_CA CcQ_CA cQ_cB CcQ_CB cQ_CA CQ_CA
RP 8H RP 8H RP 8H RP 8H
C.N. 120 120 345 345 2 2 7.5 75
Det. 1 103,2 114,2 296,2 354,3 1,8 18 7 £5) 8,1
Det. 2 105,8 111,3 300,4 3416 1,9 1,9 7.3 73
Det. 3 107,6 17,1 302,7 324,0 1,9 1,8 7.1 72
Média 105,5 114,2 2998 3412 1,9 18 7.2 7.6
DP 2,2 2,9 3,3 12,7 0,06 0,06 0.1 0,4
EST 108,21 113,81 98,21 105,21

*C. N.: concentragdo nominal conhecida de retinol ou acido retindico; DP: desvio padréo;
EST: estabilidade; CQ_CB: controle de qualidade de concentracdo baixa; CQ_CA: controle
de qualidade de concentracdo alta; RP: amostra recém-preparada; 8H: amostra submetida
as condic@es laboratoriais por 8h; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12 réplica;
Det. 2: valor de concentracdo encontrado para 22 réplica; Det. 3: valor de concentracéo
encontrado para 32 réplica. Valores de concentracdo em ng/mL.
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Tabela 21. Valores de concentracdes de retinol e 4cido retindico em amostras deixadas no injetor
por 22 h e recém-preparadas para calculo de estabilidade pds-processamento

RETINOL AcCIDO RETINOICO
cQ_CcB cQ_CB cQ_CA CQ_CA cQ_cB CcQ_CB CQ_CA CQ_CA
RP 22H RP 22H RP 22H RP 22H
C.N. 120 120 345 345 2 2 7.5 75
Det. 1 103,2 107,8 296,2 315,4 1,8 19 5] 6.9
Det. 2 105,8 116,6 300,4 3454 1,9 1,8 7.3 7.2
Det. 3 107,6 107,5 3027 312,6 1,9 18 7.1 7.8
Média 105,5 110,6 2998 3250 1,9 18 7i2 7.4
DP 22 52 3,3 14,9 0,06 0,06 0.1 0.4
EST 104,83 108,43 98,21 102,43

*C. N.: concentracdo nominal conhecida de retinol ou &cido retindico; DP: desvio padréo;
EST: estabilidade; CQ_CB: controle de qualidade de concentracdo baixa; CQ_CA: controle
de qualidade de concentracao alta; RP: amostra recém-preparada; 22H: amostras deixadas
no injetor por 22h; Det. 1: valor de concentragdo encontrado para 12 réplica; Det. 2: valor de
concentragcdo encontrado para 22 réplica; Det. 3: valor de concentracdo encontrado para 32
réplica. Valores de concentragdo em ng/mL.

5.1.6 Validacdo de Metodologia Analitica em Solucéo

e Precisao e Exatidao

As concentracdes experimentais dos CQs utilizados para o calculo de
precisdo e exatiddo foram determinadas em dois dias (Dia 1 e Dia 2) com o
auxilio de curvas de calibracdo, construidas especificamente para esse fim
(Tabelas 22-27). A precisdo e exatidao inter-dias foram calculadas através da
média entre os resultados de cada dia de precisdo e exatidao intra-dia (tabelas 28
e 29)

Precisdo e Exatiddo Dia 1

Valores das constantes da equacao dareta - ROH
a=0,083148 =-0,04275 r=0.9914
Onde ROH é retinol
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Tabela 22. Valores das concentragcfes dos calibradores empregados na construcdo da curva de
calibracdo para calcular preciséo e exatidao do retinol (ROH) em solu¢do— Dia 1

ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev
cc1 cc2 cc3 cc4 CC5 CCé6
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
C.N 3 6 12 24 48 96
Det. 1 3.1 4.2 56 -6,9 12,0 -0,2 253 54 48,0 0.2 92,0 -4,2
Det. 2 3,0 1,6 55 -8,4 11,8 -1,7 27,2 13.2 50,6 54 87,8 -8,5

* CC1: Concentracdo calibrador 1; CC2: Concentragcdo calibrador 2; CC3: Concentracéo
calibrador 3; CC4: Concentracdo calibrador 4; CC5: Concentracdo calibrador 5; CC6:
Concentracao calibrador 6; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12 réplica; Det. 2:
valor de concentracdo encontrado para 22 réplica, %Dev: Desvio padrdo percentual; C. N:

concentragcdo nominal conhecida de retinol.

Valores das constantes da equacao dareta - RCOOH

a=0,173036

b =-0,00363

r=0,9949

Onde RCOOH é acido retinéico

Tabela 23. Valores das concentra¢cfes dos calibradores empregados na construcdo da curva de
calibracdo para calcular preciséo e exatiddo do acido retindico (RCOOH) em solucao — Dia 1

RCOOH % Dev | RCOOH %Dev | RCOOH %Dev | RCOOH | % Dev | RCOOH % Dev | RCOOH % Dev
cc1 cc2 cc3 cc4 ccs cCc6
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
C.N 0,25 0,50 i 2 4 8
Det. 1 0,20 -2,8 0,50 -0,7 1,0 26 2,6 75 4,3 7.6 7,6 -4,8
Det. 2 0,30 30 0,50 -1,3 1,0 -4,6 2,0 2,0 43 73 73 -9,0

* CC1: Concentracédo calibrador 1; CC2: Concentragdo calibrador 2; CC3: Concentracéo
calibrador 3; CC4: Concentracdo calibrador 4; CC5: Concentracdo calibrador 5; CC6:
Concentracgao calibrador 6; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12 réplica; Det. 2:
valor de concentracdo encontrado para 22 réplica, %Dev: Desvio padrdo percentual; C. N:
concentragdo nominal conhecida de &cido retindico.
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Tabela 24. Preciséo e exatiddo do retinol — ROH e &cido retindico — RCOOH em solugéo — Dia 1:
valores nominais e experimentais das trés réplicas das amostras controle de qualidade (CQ) nas
concentracdes baixa (CB), média (CM) e alta (CA)

ROH ROH ROH RCOOH RCOOH RCOOH
CcQ_CB cQ_cm CQ_CA cQ_CcB cQ_CMm CQ_CA
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
Conc. Nominal 9 36 72 0,7 3 6
Det. 1 8,6 357 76,6 0,7 2,9 6,4
Det. 2 8,7 35,6 72,8 0,7 3 58
Det. 3 8,6 35,9 751 0,7 31 6,2
Média 8,6 357 74,8 0,7 3,0 6,1
DP 0,06 0,2 1,9 1,36x1018 0,1 0,3
Prec. 2.40 0.43 2,56 1,94x1014 3.33 4,98
Exat 95,93 99,26 103.94 100,00 100,00 102,22

*Conc. Nominal: concentracdo nominal conhecida de retinol ou &cido retindico; DP: desvio
padréo; Prec.: precisdo; Exat.: exatiddo; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12
réplica; Det. 2: valor de concentragdo encontrado para 22 réplica; Det. 3: valor de
concentragdo encontrado para 32 réplica.

Preciséo e Exatiddo Dia 2

Valores das constantes da equacao dareta - ROH

a=0,064134 b=-0,04371 r=0,9917

Onde ROH é retinol

Tabela 25. Valores das concentracbes dos calibradores empregados na construcdo da curva de
calibracdo para calcular preciséo e exatiddo do retinol (ROH) em solucéo— Dia 2

ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev ROH % Dev
cc1 cc2 cc3 cc4 CC5 CC6
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
C.N 3 6 12 24 48 96
Det. 1 3,2 56 55 -8,6 11,9 -1,2 235 -2.3 452 -5,8 101,7 59
Det. 2 3.1 2,9 54 -9,6 12,9 7,2 21,9 -8,7 51,5 73 103,1 7.4

* CC1: Concentracdo calibrador 1; CC2: Concentracdo calibrador 2; CC3: Concentracdo
calibrador 3; CC4: Concentracdo calibrador 4; CC5: Concentracdo calibrador 5; CC6:
Concentracéo calibrador 6; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12 réplica; Det. 2:
valor de concentracdo encontrado para 22 réplica, %Dev: Desvio padréo percentual; C. N:
concentracdao nominal conhecida de retinol.
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Valores das constantes da equacao dareta - RCOOH

a=0,130109 b=001021 r=0,9911

Onde RCOOH é acido retindico

Tabela 26. Valores das concentracbes dos calibradores empregados na construcao da curva de
calibracdo para calcular preciséo e exatiddo do acido retindico (RCOOH) em solucdo — Dia 2

RCOOH | %Dev | RCOOH | %Dev | RCOOH | %Dev | RCOOH %Dev | RCOOH | %Dev | RCOOH % Dev
cc1 cc2 cc3 cc4 CC5 CCé
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
C.N 0,25 0,50 1 2 4 8
Det. 1 0,30 12,1 0,5 25 0,9 -8,4 2,0 -2,3 3,9 -2,0 8,5 59
Det. 2 0,20 -6,3 0,5 -8.8 1,0 -0,3 1,8 -7,5 4,2 6.2 8,7 8.8

* CC1: Concentracédo calibrador 1; CC2: Concentragdo calibrador 2; CC3: Concentracéo
calibrador 3; CC4: Concentracdo calibrador 4; CC5: Concentracdo calibrador 5; CC6:
Concentracao calibrador 6; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12 réplica; Det. 2:

valor de concentracdo encontrado para 22 réplica, %Dev: Desvio padrdo percentual; C. N:
concentragdo nominal conhecida de 4cido retindico.

Tabela 27. Preciséo e exatiddo do retinol — ROH e &cido retindico — RCOOH em solugdo — Dia 2:

valores nominais e experimentais das trés réplicas das amostras controle de qualidade (CQ) nas
concentracdes baixa (CB), média (CM) e alta (CA)

ROH ROH ROH RCOOH RCOOH RCOOH
cQ_cB ca_cm CQ_CA ca_ce ca_cm CQ_CA
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

Conc. Nominal 9 36 72 0,7 3 6
Det. 1 8,7 38,8 72,8 0,7 3.1 6,1
Det. 2 9,0 36,0 12,5 0,7 3,0 6,4
Det. 3 8,9 358 725 07 2,9 6.3
Média 8.9 36,9 72,6 0,7 3,0 6,3
DP 0,2 1,7 0,2 1,36x10°16 0,1 0,2
Prec. 1.72 4,55 0.24 1.94x1014 3.30 244
Exat 98,52 102.41 100,83 100,00 100,00 104,44

*Conc. Nominal: concentracdo nominal conhecida de retinol ou acido retindico; DP: Desvio
padrdo; Prec.: precisdo; Exat.: exatiddo; Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12
réplica; Det. 2: valor de concentragdo encontrado para 22 réplica; Det. 3: valor de
concentragdo encontrado para 32 réplica.
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Precisdo e Exatiddo Inter-dias

Tabela 28. Preciséo e exatidéo interdias para solucédo de retinol

cQ_ce cQ_Cm cQ_CA
Dia Prec Exat Prec Exat Prec Exat
1 2,40 96,30 0,43 99,26 2,56 103,94
2 1,72 98,52 4,55 102,41 0,24 100,83
Interdias 2,06 97.41 2,49 100,83 1,40 102,38

*Prec.: preciséo; Exat.: exatiddo; CQ_CB: controle de qualidade de concentracdo baixa;
CQ_CM: controle de qualidade de concentragdo média; CQ_CA :controle de qualidade de

concentracgao alta.

Tabela 29. Preciséo e exatiddo interdias para solucdo de &cido retindico

CQ_CB cQ_CMm CQ_CA
Dia Prec Exat Prec Exat Prec Exat
1 1,94x10°4 100,00 3,33 100,00 4,98 102,22
2 1,94x10°4 100,00 3,33 100,00 2,43 104,44
Interdias 1,94x10-14 100,00 3,33 100,00 3,71 103,33

*Prec.. precisdo; Exat.: exatiddo; CQ_CB: controle de qualidade de concentracdo baixa;
CQ_CM: controle de qualidade de concentragdo média; CQ_CA :controle de qualidade de

concentracao alta.

e Estabilidade nas Condi¢cdes de Analise

Para avaliar a estabilidade da solucdo no tempo de corrida de uma curva

analitica, solu¢des na concentracdo dos CQs foram deixadas no injetor por 4h e

depois comparadas com solu¢des recém-preparadas (tabela 30).
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Tabela 30. Estabilidade de solug8es de retinol e acido retinéico nas condi¢cdes de andlise: valores
nominais e experimentais das trés réplicas das amostras controle de qualidade (CQ) nas
concentracdes baixa (CB), média (CM) e alta (CA)

RETINOL ACIDO RETINOICO
ca_cB ca_cB CQ_CA CQ_CA ca_cB cQ_CB CQ_CA CQ_CA
RP 4H RP 4H RP 4H RP 4H
C.N. 9 9 72 72 0,75 0,75 6 6
Det. 1 9,5 9,9 69,7 74,2 0,90 0,90 54 6,9
Det. 2 9.9 8.4 76,4 76,4 0,80 0,80 6.5 6.5
Det. 3 8,2 9.6 75,8 T 0,80 0,80 6.6 6.1
Média 92 9,3 73,2 76,1 0,83 0,83 6.3 6.6
DP 0,9 0,8 3.4 1,8 0,06 0,06 0,6 0,3
EST 101,09 103,93 100,00 103,56

*C. N.: concentracdo nominal conhecida de retinol ou &cido retindico; DP: desvio padréo;
EST: estabilidade; RP: solucdo recém-preparada; 4H: solugcdo deixadas no injetor por 4h.
Det. 1: valor de concentracdo encontrado para 12 réplica; Det. 2: valor de concentragao
encontrado para 22 réplica; Det. 3: valor de concentragdo encontrado para 32 réplica. Valores
de concentracdo em ng/mL.

5.2 Resultados da Etapa Clinica
5.2.1 Descri¢cdo da Amostra segundo Sexo e ldade

A amostra foi composta de 63 pacientes, sendo 39 pacientes do sexo
masculino (61,9%) e 24 pacientes (38,1%) do sexo feminino.

A média de idade dos individuos foi de 58,94 + 10,37 anos, variando de 34
a 81 anos, sendo que 20,6% da amostra encontravam-se na faixa de 31 a 50
anos, 66,7% encontravam-se na faixa de 51 a 70 anos, enquanto 12,7% da
amostra possuiam idade superior a 70 anos. A mediana de idade foi de 59,0.

N&o houve diferenca significativa entre os niveis basais de retinol (p=0,445)
e acido retindico (p=0,097) séricos entre os sexos dos individuos da amostra
(tabelas 31 e 32)
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Tabela 31. Comparacéao do retinol sérico basal entre o sexo masculino e feminino

Masculino

39

76,45+26,01

Feminino

24

67,11+£22,77

0,445

*n: nimero de pacientes

Tabela 32. Comparacéo do &cido retindico sérico basal entre o sexo masculino e feminino

Masculino

39

2,34+1,10

Feminino

24

2,22+1,55

0,097

*n: nimero de pacientes

5.2.2 Distribuicdo dos Individuos de acordo com a Etiologia da Cirrose

Do total de pacientes, 1,6% possuem Cirrose Child A de etiologia
criptogénica; 17,7% causada por VHB, 56,5% por VHC; 14,5% de etiologia

alcodlica; 3,2% de etiologia alcodlica com associagdo de VHB; enquanto a

etiologia de 6,5% dos pacientes é alcoodlica associada com VHC (tabela 33).

Tabela 33. Distribuicdo da amostra segundo etiologia da doenca e sexo

Criptogénica 1 1,6 1 0
VHB 11 17,7 15 20
VHC 35 56,5 8 3
Alcodlica 9 14,5 8 1
Alcodlica + VHB 3,2 2 0
Alcodlica + VHC 4 6,5 4 0

*n: nUmero de pacientes
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5.2.3 Comparacdo das Concentracdes Séricas de Retinol, Acido
Retindico e da Razdo Retinol / Acido Retindico entre os Dois Grupos de
Pacientes Divididos de Acordo com a Dose de Suplemento (1500 Ul ou 2500
Ul) nos Tempos Zero (T0), Cinco (T5) e Sete (T7) Horas

Dentre a amostra de 63 pacientes, 36 receberam dose de 1500 Ul de

palmitato de retinila, enquanto 27 receberam dose de 2500 Ul deste suplemento.

e Nao houve diferenga significativa entre as concentragfes séricas
basais de retinol, &cido retindico e da raz&o retinol / &cido retindico
(p=0,459; p=0,320 e p=0,332, respectivamente) entre os dois grupos de

pacientes.

e Também ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes
séricas obtidas de retinol, acido retindico e da razéo retinol / &cido retindico
quando comparadas as diferentes doses de palmitato de retinila
administradas em um mesmo tempo de colheita de amostra (tabelas 34-
36).

Tabela 34. Comparacdo da concentracdo sérica basal (TO) de retinol entre pacientes que
receberam suplementacdes de 1500 Ul e 2500 Ul e das concentracfes séricas de retinol obtidas
apos o recebimento da dose de palmitato de retinila nos tempos de cinco (T5) e sete horas (T7).

Tempo de
Colheita de Pacientes com Pacientes com p-valor
Amostras Suplementagéo de 2500 Ul Suplementacéo de 1500 Ul
n Média + DP n Média + DP
TO 26 70,08 + 20,78 34 74,94 + 28,17 0,459
T5 26 75,33 + 23,78 34 76,38 + 28,06 0,583
T7 26 71,12 + 23,35 34 71,62 + 23,14 0,961

*n: ndmero de pacientes
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Tabela 35. Comparagédo da concentracao sérica basal (T0) de acido retinbico entre pacientes que
receberam suplementacdes de 1500 Ul e 2500 Ul e das concentracBes séricas de acido retindico
obtidas ap6és o recebimento da dose de palmitato de retinila nos tempos de cinco (T5) e sete horas
(T7).

Tempo de
Colheita de Pacientes com Pacientes com p-valor
Amostras Suplementacdo de 2500 Ul Suplementacédo de 1500 Ul
n Média + DP n Média + DP
TO 26 2,50+ 1,36 34 2,16 +1,23 0,320
T5 26 2,75+1,13 34 250+1,12 0,913
T7 26 2,58 +0,99 34 2,26 +1,10 0,610

*n: nmero de pacientes

Tabela 36. Comparac¢éo da concentracéo sérica basal (T0O) da razéo retinol / &cido retindico entre
pacientes que receberam suplementa¢es de 1500 Ul e 2500 Ul e das concentracdes séricas da
razdo retinol / &cido retindico obtidas apds o recebimento da dose de palmitato de retinila nos
tempos de cinco (T5) e sete horas (T7).

Tempo de
Colheita de Pacientes com Pacientes com p-valor
Amostras Suplementacéo de 2500 Ul Suplementacéo de 1500 Ul
n Média + DP n Média £ DP
TO 26 34,99 + 18,04 34 39,40 + 16,98 0,332
T5 26 30,84 + 12,82 34 33,41+ 12,88 0,869
T7 26 31,40 + 14,50 34 36,48 + 18,17 0,119

*n: ndmero de pacientes

5.2.4 Correlagdo entre Marcadores Bioquimicos e Niveis Séricos de
Retinol, Acido Retindico e da Razdo Retinol/Acido Retindico nos Tempos
Cinco (T5) e Sete (T7) Horas, ap6s Administracdo de 1500 Ul de Palmitato de

Retinila

Apoés a administracdo de 1500 Ul de palmitato de retinila, os niveis séricos
de retinol, acido retindico e da razéo retinol / acido retindico ndo apresentou
correlagcdo com nenhum dos marcadores de lesdo hepatica (ALT e AST) e de

funcdo hepatica (albumina, TAP e BT) que avaliamos (tabela 37).
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Tabela 37. Correlacdo entre marcadores bioquimicos e concentracdes séricas de retinol, acido
retindico e razao retinol / acido retinéico com nos tempos de cinco (T5) e sete (T7) horas apds a
administracdo de 1500 Ul de palmitato de retinila

_ . Razao Retinol / _ . Raz&o Retinol /

. . Acido Retinéico o - . . Acido Retinéico _ .
Marcador Retinol Sérico . Acido Retinéico Retinol Sérico . Acido Retinéico

. . Sérico T5 . Sérico T7 .
Bioquimico T5 (ng/mL) Séricos T5 T7 (ng/mL) Séricos T7
(ng/mL) (ng/mL)
(ng/mL) (ng/mL)

Is p-valor I's p-valor I's p-valor Is p-valor I's p-valor Is p-valor
ALT -0,036 0,833 -0,088 0,611 -0,016 0,927 -0,106 0,538 -0,069 0,697 -0,107 0,547
AST -0,143 0,407 -0,138 0,424 0,004 0,982 -0,244 0,151 -0,118 0,506 -0,146 0,409
Albumina -0,021 0,903 0,052 0,763 0,063 0,716 0,123 0,475 0,137 0,440 -0,001 0,995
TAP -0,118 0,498 -0,105 0,549 0,045 0,799 0,023 0,896 0,077 0,669 0,017 0,926
BT 0,077 0,655 0,032 0,852 -0,033 0,847 0,201 0,239 0,101 0,569 -0,072 0,685

* ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; TAP: tempo e atividade
de protrombina; BT: bilirrubina total; rs: coeficiente de correlagdo de Pearson

5.2.5 Correlagdo entre Marcadores Bioquimicos e Niveis Séricos de

Retinol, Acido Retindico e da Razdo Retinol/Acido Retindico no Tempo

Cinco Horas (T5) ap6s Administracdo de 2500 Ul de Palmitato de Retinila

Aposs cinco horas da administracdo de 2500 Ul de palmitato de retinila, os

seguintes resultados foram observados:

e O marcador BT apresentou correlacdo negativa e significante com
0s niveis séricos de retinol (p=0,038) (tabela 38).

¢ Nenhum dos marcadores bioquimicos apresentou correlacdo com os
niveis séricos de acido retindico (tabela 39).

e Os marcadores ALT, AST e albumina apresentaram correlagcéo

significativa com a razdo retinol / &cido retindico. ALT e AST
(p=0,021 e p=0,041,
respectivamente) enquanto a albumina apresentou correlacdo
negativa (p=0,047) (tabela 40).

apresentaram  correlagdo  positiva
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Tabela 38. Correlagéo entre marcadores bioquimicos e concentragdes séricas de retinol no tempo

cinco horas (T5) ap6s a administracéo de 2500 Ul de palmitato de retinila

n rs p-valor
ALT 63 0,088 0,661
AST 63 0,035 0,862
Albumina 63 -0,126 0,531
TAP 62 0,334 0,088
BT 63 -0,402 0,038

* ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; TAP: tempo e atividade
de protrombina; BT: bilirrubina total; rs: coeficiente de correlagdo de Pearson; n: niumero de

pacientes

Tabela 39. Correlacdo entre marcadores bioquimicos e concentracdes séricas de acido retindico
no tempo cinco horas (T5) apds a administracdo de 2500 Ul de palmitato de retinila

n rs p-valor
ALT 63 -0,338 0,085
AST 63 -0,331 0,091
Albumina 63 0,133 0,509
TAP 62 -0,092 0,649
BT 63 0,020 0,920

* ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; TAP: tempo e atividade
de protrombina; BT: bilirrubina total; rs: coeficiente de correlagdo de Pearson; n: nimero de

pacientes
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Tabela 40. Correlagdo entre marcadores bioquimicos e concentragbes séricas da razéo
retinol/acido retindico no tempo cinco horas (T5) apds a administracdo de 2500 Ul de palmitato de
retinila

Marcador Raz&o Retinol / Acido Retindico
Bioquimico Séricos (ng/mL)
n rs p-valor
ALT 63 0,441 0,021
AST 63 0,395 0,041
Albumina 63 -0,386 0,047
TAP 62 0,141 0,483
BT 63 -0,163 0,416

* ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; TAP: tempo e atividade
de protrombina; BT: bilirrubina total; rs: coeficiente de correlagdo de Pearson; n: nimero de
pacientes

5.2.6 Correlagdo entre Marcadores Bioquimicos e Niveis Séricos de
Retinol, Acido Retindico e Raz&do Retinol/Acido Retindico no Tempo Sete
Horas (T7) ap6s Administracdo de 2500 Ul de Palmitato de Retinila

Apés sete horas da administracdo de 2500 Ul de palmitato de

retinila, os seguintes resultados foram observados:

e Nenhum marcador bioquimico apresentou correlagdo com as
concentragdes séricas de retinol e acido retinoico (tabelas 41 e 42).
e O marcador albumina sérica apresentou correlacdo significativa e

negativa com a razao retinol/acido retindico (p=0,023) (tabela 43).
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Tabela 41. Correlagdo entre marcadores bioquimicos e concentracdes séricas de retinol no
tempo sete horas (T7) apds a administracao de 2500 Ul de palmitato de retinila

n rs p-valor
ALT 63 0,079 0,693
AST 63 0,006 0,975
Albumina 63 -0,279 0,159
TAP 62 0,238 0,231
BT 63 -0,279 0,158

* ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; TAP: tempo e atividade de
protrombina; BT: bilirrubina total; rs: coeficiente de correlagédo de Pearson; n: nimero de pacientes

Tabela 42. Correlacdo entre marcadores bioquimicos e concentracdes séricas de acido retindico

no tempo sete horas (T7) apds a administracdo de 2500 Ul de palmitato de retinila

n rs p-valor
ALT 63 -0,261 0,189
AST 63 -0,229 0,251
Albumina 63 0,003 0,987
TAP 62 -0,237 0,233
BT 63 0,200 0,316

* ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; TAP: tempo e atividade de
protrombina; BT: bilirrubina total; rs: coeficiente de correlagédo de Pearson; n: nimero de pacientes

Tabela 43. Correlagdo entre marcadores bioquimicos e concentragbes séricas da razéo
retinol/acido retindico no tempo sete horas (T7) apds a administracdo de 2500 Ul de palmitato de
retinila

n rs p-valor
ALT 63 0,235 0,237
AST 63 0,167 0,404
Albumina 63 -0,435 0,023
TAP 62 0,138 0,491
BT 63 -0,217 0,277

* ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; TAP: tempo e atividade de
protrombina; BT: bilirrubina total; rs: coeficiente de correlagédo de Pearson; n: nimero de pacientes
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6.1 Discussao da Etapa Analitica

6.1.1 Desenvolvimento e Validacdo de Metodologia para Quantificagéo

de Retinol e Acido Retindico

A maioria das metodologias analiticas para quantificagéo de retinol e &cido
retindico séricos descritas na literatura apresentam limitacdes para o uso na rotina
clinica. Dentre as limitacBes destacamos principalmente o tipo de extracdo e o
tipo de deteccdo. A extracdo dos retindides, a partir da amostra bioldgica,
majoritariamente € por ELL (MEYER et al., 1994; MiyAcGl et al., 2001; RUHL, 2006)
e, apos separacdo cromatografica, a deteccdo dos analitos € por
espectrofotometria na regido do ultravioleta (Wyss, 1995; RUHL & SCHWEIGERT,
2003). Para os retindides, esses métodos exigem longos tempos de execucéo, o
que ndo é desejavel em andlises na rotina de laboratorios clinicos.

No presente trabalho, foi desenvolvido e validado um método para a
quantificacdo simultanea de retinol e acido retinéico empregando como método de
extracdo a EFS e apoOs separacdo cromatografica a deteccdo dos analitos € por
espectrometria de massas. Essa metodologia analitica apresenta vantagens
quando comparada aos métodos de ELL e a detec¢éo por UV.

A primeira vantagem esta relacionada a maior especificidade do principio
de deteccdo. Devido a estrutura poliénica dos retindides, todos eles absorvem na
mesma faixa do UV, sendo necessario um maior tempo de cromatografia para
evitar a coeluicdo dos analitos. No espectrometro de massas, o0s analitos
(retindides) sao detectados por ions de diferentes razbes massa/carga. O retinol
apresenta uma transicdo m/z 269 — 93, enquanto que o acido retindico apresenta
a transicdo m/z 301 — 205.

Apesar dos ésteres de retinila presentes na matriz sofrerem hidrolise na
fonte de ionizagdo gerando retinol, que posteriormente sofre desidratagcéo
formando o ion de m/z 269, ndo foi necessario realizar a separagéo
cromatografica na coluna, pois o emprego de uma forca eluente seletiva na etapa
de EFS evita que os ésteres sejam extraidos e cheguem a mesma. Assim, 0 uso

combinado da EFS com a CLAE-EM, evitou que fossem necessarios longos
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tempos de andlise, para uma criteriosa separacdo cromatografica do retinol e
seus ésteres antes do processo de deteccgdao.

Neste estudo, as condi¢cdes desenvolvidas para a EFS priorizaram a
retencdo dos ésteres na fase estacionaria do cartucho extrator. Conforme
demonstramos, o palmitato de retinila ndo € eluido na etapa de EFS. Nas
condicbes do método, admite-se que os demais ésteres de cadeia longa (oleato,
estearato, etc) também ficam presos ao cartucho, pois sdo mais lipofilicos que o
palmitato e, portanto, apresentam maior tempo de retencdo, conforme
demonstrada em CLAE-UV operada em fase reversa (GorT et al., 1995).

A automacao do método de EFS quando operado em linha com a CLAE-
EMS é outra vantagem da metodologia desenvolvida, uma vez que ela diminui o
contato do analista com a amostra bioldgica, que no caso de pacientes com
cirrose de etiologia viral estd contaminada pelo virus da hepatite. Outra
caracteristica positiva € diminuir o nimero de erros experimentais que podem ser
atribuidos ao analista no momento de preparo da amostra, tais como: retiradas de
aliquotas e diluicBes. Além disso, como os retindides séo sensiveis a luz, calor e
oxigénio, é desejavel que a extracdo ocorra em um menor numero de etapas
possiveis, de modo a evitar a degradacao ou oxidacao da amostra.

Quando comparado aos métodos tradicionais de extracao e quantificacdo
dos retindides, nossa metodologia apresentou tempo de analise menor do que os
encontrados na literatura. Enquanto analisamos uma amostra em 12 minutos, oito
minutos de corrida cromatografica e 4 minutos de extracdo, o método de Meyer e
colaboradores (1994) e Wang e colaboradores (2001) requer 25 minutos para a
corrida cromatografica (ndo foi determinado o tempo de extrag&o).

Assim, a metodologia desenvolvida neste trabalho mostrou-se util para a
aplicacdo na rotina clinica principalmente por apresentar tempo de analise
reduzido e diminuir riscos de resultados falsos positivo, mais freqiientes na CLAE-
uVv.
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6.1.2 Eliminacdo dos Niveis Basais de Retinol e Acido Retin6ico no

Soro Empregado para Construcao das Curvas de Calibragéo

Para a construcdo das curvas de calibracio em métodos analiticos
empregados para a quantificacdo de produtos enddgenos é desejavel eliminar os
niveis basais da matriz biolégica empregada.

Sabe-se que o retinol € muito sensivel a radiagdo UV e que seus ésteres
sdo rapidamente inativados em solucbes aquosas e alcodlicas expostas a
radiacdo, porém a extensdo e a razdo da degradacdo dependem do grau de
exposicdo a luz. Este fato tem permitido a eliminagdo dos niveis basais de retinol
em soro e plasma humano. Entretanto, em varios estudos, os niveis basais de
retinol e retindico tém sido determinados a partir de curvas de calibracdo
construidas em salinas ou solugdes alcodlicas (GoT et al., 1995; VAN BREMEN et
al.,, 1998; TALWAR et al., 1998; RUHL & SCHWEIGERT, 2003; GUNDERSEN et al.,
2007).

Cherng e colaboradores (2005) mostraram que a irradiacdo de solucéo de
palmitato de retinila em etanol gera uma série de produtos de fotodecomposicédo e
EROS através de trés diferentes mecanismos que envolvem reacbes em cadeia
formadas por radicais livres, fotodissociacdo i6nica e fotosensibilizacdo do
palmitato de retinila.

Allwood & Plane (1984 e 1986) mostraram que o retinol € degradado
guando exposto a radiagcdo UV e que essa degradacdo é ndo exponencial, sendo
que uma possivel explicacdo para este fato seria de que os produtos de
degradacé&o da vitamina A fornecem uma prote¢ao para o retinol residual.

Neste trabalho ndo conseguimos realizar a degradacgéo total do retinol e
acido retindico de forma a elimina-los do soro. Isto pode ter ocorrido porque o0s
processos fotoquimicos envolvem a absorcédo de energia de ativacdo suficiente
para que a reagdao aconteca e a habilidade da luz UV em fornecer energia
radiante apropriada depende do comprimento de onda adequado (LIN &
LANCHMAN, 1969 in ALLWOND & PLANE, 1986).

No trabalho realizado por Allwood & Plane (1986), foi utilizado um
comprimento de onda na faixa de 290-400 nm, sendo necessarios periodos de
exposicao entre 60 e 240 segundos para a degradacéo de cerca de 80-90% do
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retinol, exceto para altas concentracdes. No nosso estudo, nos primeiros minutos
de retirada de aliquotas das solugbes de retinol, observou-se uma reducdo na
area do pico cromatogréafico referente a este analito, mostrando que estava
havendo degradacdo do mesmo. Porém, a partir de um determinado momento, a
area do pico permaneceu constante, mostrando que nao estava mais
acontecendo degradacao. Acreditamos que o fato de n&o ter havido degradacao
total da amostra esteja ligado ao fato de n&o estarmos trabalhando no
comprimento de onda ideal da lampada UV, de modo que ndo houve energia
suficiente para a ocorréncia do processo fotoquimico e, além disso, por estarmos
qguantificando os produtos de decomposicdo por método analitico diferente (EMS)

dos demais autores.

6.2. Discussao da Etapa Clinica

6.2.1 Comparacdo das ConcentracBes Séricas de Retinol, Acido
Retindico e da Raz&o Retinol / Acido Retindico entre os Dois Grupos de
Pacientes Divididos de Acordo com a Dose de Suplemento (1500 Ul ou 2500
Ul) nos Tempos Zero (T0), Cinco (T5) e Sete (T7) Horas

Nao houve diferenca significativa entre as concentragfes séricas basais de
retinol (p=0,459), acido retindico (p=0,320) e razao retinol / acido retindico
(p=0,332), entre os dois grupos de suplementacdo. Da mesma maneira, nao
houve diferenca significativa entre as concentragbes dos analitos e sua razéo
quando comparado um mesmo tempo de colheita, em dosagens de
suplementacao diferentes.

Ao administrarmos a dose de 1500 Ul de palmitato de retinila, a
concentracdo sérica de retinol aumentou 1,92% (de 74,94 ng/mL para 76,38
ng/mL) no tempo de 5 horas. No tempo 7 horas, a concentragao diminuiu 6,65%
passando de 76,38 ng/mL para 71,62 ng/mL. O mesmo aconteceu com 0 acido
retindico. Primeiramente, ocorreu um aumento de 15,74% (de 2,16 ng/mL para
2,50 ng/mL) em relacdo ao acido retindico basal, mas 7 horas apds a
administracdo ocorre uma diminuicdo de 9,6% (de 2,50 ng/mL para 2,26 ng/mL)

em relacdo ao tempo de 5 horas.
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A mesma relacdo ocorre com a dosagem de 2500 Ul, primeiramente, no
tempo de 5 horas, ocorre um aumento de 7,49% (de 70,08 ng/mL para 75,33
ng/mL) nas concentracdes de retinol e de 10,0% (de 2,50 ng/mL para 2,75 ng/mL)
para o0 acido retindico em relacdo aos niveis basais. Porém, 7 horas apos a
administracdo ocorre uma diminuicdo das concentracfes dos retindides (5,59%
para o retinol, de 75,33 ng/mL para 71,12 ng/mL e 6,18% para o acido retindico,
de 2,75 ng/mL para 2,58 ng/mL) quando comparado ao tempo de 5 horas.

Para as duas dosagens, observa-se uma diminuicdo da razao retinol /
acido retindico no tempo de 5 horas (15,20% para 1500 Ul e 11,86 % para 2500
Ul) em relacdo ao tempo zero, isto porque o aumento percentual do &acido
retindico foi maior do que do retinol.

No tempo de 7 horas, a razao retinol / acido retindico também diminui em
relacdo ao tempo zero, porém essa diminuicdo € menor do que no tempo de 5
horas (7,41% para 1500 Ul e 10, 26% para 2500 Ul), mostrando que o palmitato
de retinila administrado é inicialmente oxidado a &cido retindico havendo um
grande incremento na sua concentracdo no tempo de 5 horas. No tempo de 7
horas, o acido retindico continua sendo formado, porém como grande parte do
retinol ja foi utilizada, o incremento na concentracdo € menor.

Ou seja, até 5 horas apds administrarmos a dose de palmitato de retinila,
parte do retinol formado através da hidrélise do éster, se liga a apo-RBP e cai na
circulacdo sanguinea, levando ao aumento dos seus niveis séricos. Porém, parte
do retinol € oxidada a &cido retindico, que também cai na circulacdo sanguinea,
havendo assim um aumento nos niveis dos dois retindides. No tempo de 7 horas,
o retinol que foi formado no figado ja foi utilizado de uma das duas maneiras, ou
se ligou a RBP e caiu na circulacdo sanguinea, ou foi biotransformado pelas
enzimas hepéticas em outros metabdlitos, de forma que as concentragcfes séricas
de retinol diminuem e de &cido retindico também. Deve-se observar que as
concentracdes de acido retindico podem ter diminuido por dois motivos: o primeiro
estd relacionado a falta de substrato (retinol) para que as enzimas hepéaticas
formem o acido retindico. O outro motivo € a utilizacdo do &acido retindico para a
formacao de outros metabdlitos como 9-cis-, 4-hidroxi-9-cis-, 4-0x0-9-cis-, 13-cis-,
4-hidroxi-13-cis-, 4-o0x0-13-cis-acido retinoico.
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6.2.2 Correlacdo dos Niveis Séricos de Retinol, Acido Retindico e

Raz&o Retinol / Acido Retindico e Marcadores Bioquimicos

Tém sido documentadas mudancas no metabolismo dos retindides durante
o desenvolvimento da cirrose hepatica, porém a dinamica das alteracfes dos
niveis dos retindides entre a circulacdo e o figado ainda ndo € claramente
entendido (NATARAJAN et al., 2005).

Alguns estudos (NEwsoOME et al., 2000; RoccHI et al., 2001; YADAV et al.,
2002; PERES, 2006) quantificam o retinol e o correlacionam com marcadores
bioguimicos de lesdo e fungcdo hepatica. Até o presente momento, nenhum outro
trabalho correlacionou a razdo entre retinol e acido retindico como possivel
biomarcador de doencas hepaticas crbnicas. Nesta pesquisa, avaliamos essa
razao por acreditar que através dela podemos ter uma melhor avaliacdo funcional
do figado, pois estariamos estudando a atividade das enzimas relacionadas com
a biotransformacéo do retinol ao acido retinéico e, assim, a razao poderia ser um
melhor marcador do que qualquer um desses retindides isoladamente.

Para avaliar a funcédo enzimatica do figado através da biotransformacao do
retinol, administramos duas dosagens diferentes de palmitato de retinila: a dose
de 1500 Ul que é a dosagem padréo do protocolo RDR, utilizado para avaliar a
reserva hepatica de retinol e uma dose desafio de 2500 Ul, adicionando ao
protocolo padrédo, o tempo de colheita de 7 horas, uma vez que a maior parte dos
Nnossos pacientes estd numa faixa de 51 a 70 anos, possuindo baixo clearence
pos-prandial de ésteres de retinila.

Para caracterizar uma eventual propriedade biomarcadora atribuida aos
retindides, correlacionamos as concentragfes séricas de retinol, acido retindico e
da razéo retinol / acido retindico com os valores nominais de cinco marcadores
bioguimicos. Dois deles (AST e ALT) sdo comumente utilizados para avaliar a
lesdo hepatica, enquanto trés deles (albumina, TAP e BT) avaliam a funcao
hepética em pacientes com doencga hepatica crénica (GopPAL & ROSEN, 2000).

No presente estudo, o retinol sérico correlacionou-se negativa e
significativamente com a BT (p=0,038), na dosagem de 2500 Ul e tempo de
colheita de 5 horas. Rocchi e colaboradores (1991) e Peres (2006) também
encontraram correlacdo negativa entre retinol e BT (p< 0,001 e p=0,000,
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respectivamente), embora Newsome e colaboradores (2000) ndo tenham
encontrado correlacdo entre essas variaveis.

N&o encontramos correlacdo significativa das concentracbes séricas de
retinol com ALT, corroborando os achados de Peres (2006), Newsome e
colaboradores (2000) e Yadav e colaboradores (2002). Em contraste, Rocchi e
colaboradores (2001) observaram correlacdo significativa e negativa (p<0,0001)
entre essas variaveis. Deve-se ressaltar que os estudos de Peres (2006) e
Newsome e colaboradores (2000) incluiam individuos com doenca hepética mais
avancada do que os pacientes de Rocchi e colaboradores (2001).

Também ndo encontramos correlacdo entre 0s niveis séricos de retinol e
AST, assim como Yadav e colaboradores (2002) que nao encontraram
significancia estatistica entre essas duas variaveis. J4 Peres (2006) e Rocchi e
colaboradores (2001) encontraram correlacdo negativa entre retinol e AST
(p=0,001 e p<0,0001, respectivamente), enquanto Newsome e colaboradores
(2000) nédo analisaram essa variavel bioquimica.

Nosso trabalho também ndo apresentou correlacdo entre o retinol e TAP,
assim como Newsome e colaboradores (2000), embora Peres (2006) e Rocchi e
colaboradores (1991) tenham encontrado correlacdo negativa e significante entre
essas variaveis (p=0,000 e p<0,001, respectivamente).

N&o encontramos correlagdo entre retinol e albumina sérica, enquanto
Peres (2006), Rocchi e colaboradores (1991) e Newsome e colaboradores (2000)
encontraram correlagdo positiva e significativa (p=0,003, p<0,0001 e p=0,018)
entre essas variaveis. Um dos motivos para ndo termos encontrado correlacao
entre retinol e albumina pode ser o fato de nossos pacientes serem todos Child A
enquanto que Peres (2006) e Newsome e colaboradores (2000) possuiam
pacientes com graus de cirrose mais avangados.

Também na dosagem de 2500 Ul de palmitato de retinila e tempo de
colheita de 5 horas, as enzimas ALT e AST se correlacionaram positiva e
significativamente com a razéo retinol / &cido retinéico (p=0,021 e p=0,041,
respectivamente).

A razdo retinol / acido retindico também se correlacionou negativa e
significativamente com as concentracdes de albumina sérica nos tempos de 5
(p=0,047) e 7 horas (p=0,023), apds a dose de 2500 Ul de palmitato de retinila.
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Com relacdo a dosagem de 1500 Ul, nem o retinol, nem o &cido retindico e
nem a razao entre eles apresentou correlagcdo com nenhuma variavel bioguimica
que demonstra lesdo hepética ou comprometimento da funcao hepética.

Para entendermos as diferencas entre as duas doses e os dois tempos de
colheita, podemos considerar a cinética enzimatica relacionada a
biotransformacao dos retindides. A velocidade da reacdo enzimatica, segundo a
equacao de Michaelis-Menten depende das concentragcbes do substrato e da
enzima (NELSON & Cox, 2006). A Cirrose Child A é considerada uma patologia
leve quando comparada com os outros graus de cirrose (Child B e C) e até
mesmo com cirrose Child A associada a CHC. Neste caso, acreditamos que o
comprometimento das enzimas hepéticas ligadas a biotransformacdo do retinol
ainda néo seja tdo grande e, por isso, ao administrarmos uma dosagem de 1500
Ul, os teores enzimaticos conseguem biotransformar o retinol e, por isso, a dose
nao apresentou poder discriminatério para identificar correlacdo entre os
retindides e os marcadores bioquimicos.

Quando utilizamos a dose de 2500 Ul, o teor enzimético requerido para
biotransformar o retinol a acido retindico seguramente foi maior e, no tempo de
colheita de 5 horas, foram observadas correlacées do retinol & BT e da razdo
retinol / acido retindico a ALT, AST e albumina. Nessa dose, portanto, o poder
discriminatério foi maior. No tempo de sete horas, a situacdo se assemelha ao
tempo zero. As concentracdes de retinol sdo tais que as enzimas conseguem
biotransformar o retinol e, por isso, s6 encontramos correlacdo com a albumina
sérica.

E provavel que em patologias mais graves, como cirrose Child B e C, até
mesmo com uma dosagem de 1500 Ul e no tempo de 7 horas ja seja possivel
detectar essas alteracdes nas concentragdes de retinol e 4cido retindico, uma vez
que as enzimas hepaticas estardo mais comprometidas, havendo maior poder

discriminatorio e consequentemente correlacdo com outros marcadores.
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L)

L)

X/
L X4

X/
L X4

A metodologia analitica desenvolvida demonstrou viabilidade de emprego
na rotina clinica: permitiu a quantificagdo simultanea de retinol e &cido
retinbico com precisdo, exatiddo, limite de quantificacdo e tempo de

execucao adequados ao fim proposto.

A metodologia permitiu a quantificacdo dos analitos nas duas condi¢des de
suplementacdo: doses de 1500 Ul e 2500 Ul. Nao houve diferenca
significativa entre as concentracdes séricas de retinol, acido retindico e da

razao retinol / &cido retindico nas duas condi¢cdes de suplementacao.

Somente a suplementacdo na dose de 2500 Ul permitiu identificar
correlacdbes dos marcadores bioquimicos investigados com as
concentragdes séricas de retinol e com a razdo entre as concentragdes de

retinol e acido retindico.

Na cirrose Child A, o acido retindico ndo se correlacionou com nenhum dos
marcadores bioquimicos investigados; o retinol correlacionou-se
significativamente com a BT sérica enquanto que a razdo entre as
concentracdes retinol/acido retindico correlacionou-se significativamente

com a albumina, AST e ALT séricas.

Face as conclusbes expostas, para fins do uso de retindides como

biomarcadores de dano hepatico, recomenda-se o emprego do método de EFS-

CLAE-EMS operado em ESI positivo, para determinar a razdo entre as

concentracdes seéricas de retinol e acido retindico 5 horas apos a administracédo

de uma dose de 2500 Ul de palmitato de retinila.
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ANEXO 1

NUCLEO DE PESQUISA EM MICRONUTRIENTES

Pesquisa: ~“Adaptagao do Teste de avaliagdo indireta da reserva hepatica de retinol para diagnostico
do estado nutricional de Vitamina A em pacientes com cirrose hepatica e carcmoma hepatocelular™

Entrevistador

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A doenca hepatica pode levar a desnutricao e deficiéncia de vitamina A. Essa
deficiéncia pode ser tratada sob orientacdo do nutricionista ou medico
especialista.

Para saber se vocé apresenta esta deficiéncia, estamos realizando uma
pesquisa denominada ‘Adaptagdo do teste de resposta relativa a dose para
diagnéstico do estado nutricional de vitamina a em pacientes com cirrose hepatica
e carcinoma hepatocelular’, para a qual solicitamos o seu consentimento.

E importante que no dia marcado vocé comparega em jejum de 12 horas ao
Hospital para coleta de sangue, recebendo em seguida um desjejum e uma dose
de 1500 ou 2500 Ul de vitamina A. Apos 5 e/ou 7 horas sera realizada nova coleta
de sangue. A dose suplementar de Vitamina A n&o oferece riscos de toxicidade,
devido & administracdo de pequena dosagem e nao apresenta efeito colateral.

Suas medidas corporais serdo avaliadas. Qualquer davida podera ser
esclarecida pelo telefone 2543-7172/93170281 com a Pesquisadora Gabriela
Chaves. Os resultados estardo disponiveis aos participantes.

Se vocé concorda em participar, por favor, assine o Termo de Consentimento

abaixo:

Eu, abaixo assinado, dou meu consentimento livre e esclarecido para
participar do Projeto de Pesquisa descrito acima, tendo recebido uma cépia deste
termo de consentimento. Declaro, também, que tive oportunidade de questionar
maiores detalhes sobre o estudo e que estou ciente de que meus dados
permaneceréo confidenciais e que néo receberei nenhuma ajuda de custo pela
minha participagdo. Assinando este termo, autorizo minha participagéo voluntaria
neste projeto, do qual eu posso me retirar a qualquer momento, sem penalidades,
perda de beneficios ou tratamento que eu tenha direito.
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ANEXO 2

NUCLEO DE PESQUISA EM MICRONUTRIENTES

Pesquisa: “Adaptagdo do Teste de avaliagdo mdireta da reserva hepatica de retinol para diagnostico
2 3 ’ e |
do estado nutricional de Vitammna A em pacientes com cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular™ |

Entrevistador:

| M= IDENTIFICACAO Grupo Controle [J Grupo 1 [J Grupo 2 0 |

Nome:
Endereco:
Prontuario: Data: / /
Telefone:

Data de nascimento: / / Idade: Sexo M F
Profissao: Escolaridade:

2 - DIAGNOSTICO:

Cirrose A [1Cirrose B [1 Cirrose C [1 CHC T[]

2.1- Doencas
Associadas:

2.2 — Farmacos em
Uso:

| 3— CHILD-PUGH:

Ascite: Ausente [ Ausente, controlada ¢/ diuréticos [ Presente (facilmente detectavel) [J

Presenc¢a de edema:
Encefalopatia: Ausente [] Leve [l Moderada a Severa ||

3.1 - PONTUACAO P/ GRAU DE GRAVIDADE DA DOENCA HEPATICA (Pugh et
al., 1973):

4 - ANAMNESE

4.1 - Complicagoes:

4.2-Varizes esofageanas: ( )Sim ( )Nao 5.2- Sangramento:( )Sim ( ) Nao n°de
vezes:
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| 4.3 Suplementagio protéica/calorica em uso:

4.4 Suplementagdo vitaminica/mineral em uso:

4.5 -Faz dieta ou alguma restrigdo alimentar? ( )Sim ( )Nao

tipo?

Qual

1 4.6 - Fazia uso de bebida alcodlica antes de ficar doente? ( )Sim ( )Néo

VI-BiOQUIMICA:

Alfa fetoproteina

Fosfatase alcalina

Alanina
aminotransferase
(TGP)

Aspartato

aminotransferase

(TGO) (AST)

Gama GT

Albumina

Tempo de Cliente:

protrombina Controle:
Atividade:
INR:

Bilirrubina Total(0,0-1,0):
Direta:
Indireta:

L

V - ANTROPOMETRIA:

Dados antropométricos

Valores T

Peso

Altura

Circunferéncia do brago

Circunferéncia Muscular braquial

Prega Cutinea Triciptal
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