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A deteccao e tratamento de tumores cancerigenos representa um dos grande desafios para a medicina e a ciéncia do seculo XXI. Visando-se um diagnostico prévio da
doenca, os nucleosideos modificados, metabdlitos do acido ribonucléico transportador, vém sendo empregados!t-?l. Como eles sao produzidos em maior quantidade nas
células afetadas, devido a seu metabolismo acelerado!®!, sdo potenciais biomarcadores tumorais. O método de eletroforese capilar € ideal para analise de biomoléculas pois
possibilita uma analise rapida, com o uso de poucas quantidades de amostra e reagentes, versatilidade e simplicidade de instrumentacao. Neste trabalho estao sendo feitas a
otimizacao e validacdo de um método analitico para a quantificacao de nucleosideos modificados em soro sanguineo por eletroforese capilar com deteccao por UV-vis (CE-
UV).

Tabela 1: Parametros das curvas analiticas.
Coeficiente de correlacao (R) e Faixa Linear (F.L.)
Nucleosideos | Sensibilidade | Intercepto R E.L.
» (mAu/mol) (mmol/L)

1-Metiladenosina 0,0708 0,0526 0,9984 2-10
Citidina 0,0463 0,7880 | 0,9954 | 40-120
5-Metiluridina 0,0566 0,2208 0,9971 8-16
Guanosina 0,0708 0,3142 0,9963 8-16
Adenosina 0,1200 0,1239 0,9959 5-13
Uridina 0,0913 0,258 0,9989 11-19
Inosina 0,1047 0,0554 | 0,9962 7-15
Xantosina 0,2232 0,4810 | 0,9980 7-15

Tabela 2: Limites de quantificacao (LQ) e deteccao
(LD) determinados no método validado.
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Figura 2: Curvas analiticas para os padroes de nucleosideos. A Timidina (T) e a 2'-
deoxiadenosina (2dA) nao foram extraidos pelo metodo de preparo das amostras e, portanto,

nao foram avaliados.

Tabela 3: Precisao intra-dia do método
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Nucleosid LQ LD LD1 LD2 LD3
ucleosideos
(nmol/L) (nmol/L)|(pmol/L)|(umol/L) (umol /L)

1-Metiladenosina 1 0,3 3,5 1,06 0,17
Citidina 4 1,2 3,1 1,67 0,5
5-Metiluridina 2 0,6 2,5 0,56 0,61
Guanosina 1 0,3 2 1,09 0,78
Timidina 2 0,6 2,6 0,77 0,55
2-Deoxiadenosina 1 0,3 9,2 0,78 0,41
Adenosina 2 0,6 N.A 0,76 0,65
Uridina 5 1,5 N.A N.A N.A
8-Bromoguanosina 2 0,6 N.A N.A N.A
Inosina 3,5 1,05 N.A N.A N.A
Xantosina 7 2,1 N.A N.A 0,98

LD1, LD2 e LD3 sé&o valores obtidos por outros métodos na
literatura. N.A — Nao analisados
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Figura 1: Estrutura dos padr6es de nucleosideos

Figura 3. Eletroferogramas da precisao intra-dia (A) e
inter-dia (B) para o ponto maximo.

Precisio Intra-dia

Nucleosideos Ponto | Ponto Ponto
Minimo | Médio | Maximo

1-metiladenosina 16 2 13
Citidina 22 1 5
5-metiluridina 14 3 8
Guanosina 16 6 5
Adenosina 7 7 5

Uridina 9 6 12

Inosina 10 5 12

Xantosina 16 16 10

Tabela 4: Precisao intrer-dia do método

Precisao Inter-dia

Nucleosideos Ponto | Ponto Ponto
Minimo | Médio | Maximo

I-metiladenosina 16 10 10
Citidina 10 12 2
5-metiluridina 4 6 2
Guanosina 6 8 3
Adenosina 13 9 5
Uridina 17 7 12
Inosina 18 15 15
Xantosina 1 13 7

* As Tabelas 1 a 4 apresentam valores que se enquadram-se nas
normas da ANVISA, com excecdo para as analises de precisao do
ponto minimo da Citidina e o ponto maximo da Xantosina.
» Os valores obtidos na analise de exatidao tambem se adéequam as
normas, variando de 91% a 117% para o ponto minimo e de 89% a
113% para ponto médio e maximo.
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amostras de soro sanguineo de pacientes saudaveis , pacientes com cancer de prostata,
e padrdes de nucleosideos ressuspendidos em agua Milli-Q apds extracao.

As figuras de mérito analisadas até o momento, apresentam valores dentro dos limites especificados pela ANVISAI4, demonstrando a capacidade do método na analise
de nucleosideos extraidos de soro sanguineo. Ao ser aplicado a duas amostras de pacientes com cancer, resultados positivos foram obtidos para ambos, com um tempo de
analise de aproximadamente vinte e cinco minutos e consumo de amostra e eletrdlito na ordem de L e nL, respectivamente. Tém-se a confirmacao de que, apos a validacao,
0 metodo pode ser utilizado na deteccéo rapida e eficiente de neoplasias.

As aplicacoes futuras podem ser tanto no prognostico, quanto na confirmacao da doenca em casos onde 0s exames de rotina possam gerar duvidas.

1-Ma, Y., Liu, G., Du, M. and Stayton, I., Electrophoresis, 25: 1473—1484, 2004.

2-Szymanska, E.; Markuszewski, M. J.; Bodzioch, K.; Kaliszan, R., Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 44, 1118—1126, 2007.
3-A. Seidel, S. Brunner, P. Seidel, GI. Fritz and O. Herbarth, British Journal of Cancer 94, 1726 — 1733, 2006.

4-ANVISA, resolugdao n® 899, de 29 de maio de 2003 - http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899 0O3re.htm# , acessado em

01/06/2011.

A FAPESP

Laurione Candido de Oliveira- Hospital das Clinicas-Unicamp

@ CNPq

Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico



http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm

