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RESUMO

Interferéncias de farmacos em analises laboratoriais podem levar a
resultados incorretos, diagnosticos equivocados e procedimentos
desnecessarios. O exame de urina permite a detec¢do de processos
patoldgicos intrinsecos e extrinsecos ao sistema urinario, e €
importante, sobretudo para diabéticos e pacientes com problemas
renais. A partir de interferéncias em proteinas e cetonas urinarias
detectadas em estudo anterior, o objetivo deste trabalho foi
aprofundar os estudos de interferéncia analitica nestes parametros
utilizando as tiras reagentes Multistix® 10 SG e Combur® 10 Test M,
por meio de ensaios in vitro e in vivo. No estudo in vitro tornou-se
evidente o potencial interferente de farmacos quinolinicos (derivados
de quinina, cloroquina e hidroxiclorogquina) e quinolénicos (cloridrato
de ciprofloxacino, ofloxacino e levofloxacino) para proteina na tira
Multistix ® 10SG e no teste confirmatério com vermelho de
pirogalol-molibdato. Farmacos quinolinicos  apresentaram
interferéncia em concentracdes subterapéuticas. No estudo in vivo,
pacientes usuarios de captopril apresentaram interferéncias
estatisticamente significativas na deteccdo de cetonuria, em doses >
50 mg/dia, mas as interferéncias ndo foram necessariamente
proporcionais a dose. Para um mesmo paciente, amostras com
interferéncia falso-positiva na tira Multistix® 10SG apresentaram
maiores concentracGes de captopril na urina (determinadas por
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia, adaptado e
validado) que amostras sem interferéncia. Pacientes em uso de
ciprofloxacino apresentaram interferéncias clinicamente significantes
na quantificacdo de proteina urinaria com vermelho de pirogagol-
molibdato. No estudo transversal, a comparacdo da frequéncia de uso
de farmacos entre amostras verdadeiro-positivas e falso-positivas para
cetona e proteina urinarias ndo permitiu identificar inequivocamente
outros farmacos com potencial de interferéncia, porém observaram-se
associagOes estatisticamente significativas entre resultados falso-
positivos para proteina e uso de cloridrato de metoclopramida,
diazepam, dipirona + butilbrometo de escopolamina, heparina ou
sulbactam sodico pelo teste de qui-quadrado.

Palavras-chave: Interferéncia analitica, farmacos, urina, cetonria,
proteindria






ABSTRACT

Urinalysis allows detection of pathological processes of urinary
system (intrinsic and extrinsic), being especially important for
diabetics and patients with renal diseases. Drugs interferences in
clinical analysis can lead to incorrect results, false diagnostics and
unnecessary procedures. The objective of this study was to extend a
previous in vitro interference study on urinary protein and ketone
interferences, to include analytical reagent strips Test 10 M,Combur ®
besides Multistix ® 10 SG and to perform also in vivo studies.
Potential interferences for urinary protein were observed in vitro with
quinolinic  drugs (quinine sulfate, chloroquine diphosphate,
hydroxychloroquine sulfate) and quinolone antibiotics (ciprofloxacin
hydrochloride, ofloxacin and levofloxacin) in tests with Multistix ®
10SG reagent strip and the pyrogallol red-molybdate assay; quinolinic
drugs interfered in subtherapeutical concentrations. By the in vivo
study, statistically significant interferences were observed in patients
using captopril (> 50 mg/day). Interference magnitudes were not
always proportional to the dosage, but considering intrapersonal
variations, urinary concentrations of captopril were higher in samples
that showed false-positive interference by Multistix® 10SG reagent
strip in comparison to samples that did not show these interferences.
Samples from patients taking ciprofloxacin presented clinically
significant interference for proteinuria in the quantitative analysis
performed with pyrogallol red-molybdate. In the transversal study,
comparison of reports for used drugs among patients with true-positive
and false-positive tests for urinary protein and ketones, did not allow
the identification of other potentially interfering drugs, but statistically
significant associations were observed between therapy with
metoclopramide hydrochloride, diazepam, dipyrone + scopolamine
butylbromide, heparin or sodium sulbactam and false-positive results
for proteinuria with chi-square test.

Key-words: analytical interference, drugs, urine, Kketonuria,
proteinuria.
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1) INTRODUCAO

Resultados de exames laboratoriais tém uma grande influéncia
na pratica clinica, fundamentando 60-70% das importantes decisGes em
internacdes, altas hospitalares e medicacGes, de modo que a qualidade
dos testes laboratoriais, da padronizacdo dos métodos a liberagdo dos
resultados, € de grande importancia para o sistema de satde (PLEBANI,
2007; RIN, 2009; SONNTAG, 2009).

Boa parte dos estudos de interferéncia relaciona-se com a
pesquisa de drogas de abuso (BRAHM et al., 2010; JAFFEE et al.,
2007; KAPUR, 2012; LINDER e VALDES, 1994; ROLLINS et al.,
1990) ou hormbnios (BELL et al., 2012; MARZINKE et al., 2012),
havendo relativamente poucos estudos de interferéncia em urindlise.

Nesta secdo, serd abordado o risco de interferéncias em analises
clinicas, com énfase naquelas relacionadas a urinalise e, em particular, a
proteindria e cetondria.

1.1) O laboratério clinico e o risco de interferéncias

Analitos laboratoriais estdo sujeitos a diversas fontes de
variagdo, incluindo variacdo bioldgica, variacdo pré-analitica (coleta de
amostras), variacdo analitica (viés e imprecisao) e variacdo pds-analitica
(liberagdo dos resultados). A variagdo biolégica consiste na variacdo
natural, de ocorréncia fisioldgica, prépria do individuo, independente
das variaveis pré-analiticas. Em termos matematicos, Sa0 expressos
como coeficientes de variagdo em percentual, intra e interpessoal
(RICOS et al., 1999; LACHER et al., 2005). A exata determinacéo da
concentracdo de analitos por testes laboratoriais é dependente de uma
ampla variedade de fatores (SHER, 1982). Apesar da abundante
literatura cientifica sobre a melhoria da qualidade nos laboratérios
(principalmente a analitica), é relativamente escassa a literatura sobre
erros em laboratorio clinico. Uma das razbes para isso, além da
insuficiente atencdo dedicada ao problema, é a dificuldade préatica de
relatar e registrar o nimero de erros, sejam eles nas fases pré, intra e
pds- analiticas (BONINI et al., 2002).

O fator pré-analitico mais comum que afeta a aceitabilidade das
amostras para analise é a presenca de substancias interferentes na
amostra. A presenca de interferentes pode alterar o valor do resultado e
pode levar a intervencdes clinicas inapropriadas, comprometendo a
evolucdo do paciente (KAZMIERCZAK e CATROU, 2000).
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Kroll e Elin (1994) definem interferéncia como “o efeito da
substancia presente na amostra que altera o valor correto do resultado,
usualmente expresso como concentragdo ou atividade para um analito”.
Segundo Sonntag (2009), uma interferéncia analitica é qualquer
interferéncia de uma substancia que nédo o analito a ser determinado. A
acdo ou efeito dos farmacos sobre os testes laboratoriais pode ocorrer
por meio de dois mecanismos: analiticos (in vitro), quando o farmaco
e/ou seus metabdlitos poderiam influenciar na analise de um
componente em algum estagio do processo analitico; ou bioldgicos (in
vivo), quando o farmaco e/ou seus metabolitos poderiam ser
responsaveis pela modificagdo de um componente biolégico, por meio
de um mecanismo fisiolégico, farmacolégico ou toxicologico
(GALTEAU e SIEST, 1984; KALLNER e TRYDING, 1989). Tais
efeitos interferentes, entretanto, podem passar despercebidos (SIEST et
al., 1983; SONNTAG, 2009). Relatos de interferéncia de metabdlitos,
resultantes da biotransformacdo do farmaco sdo extremamente raros e
estudos dos efeitos de diversos farmacos e seus metabdlitos em
pacientes recebendo dois, trés ou mais farmacos ao mesmo tempo séo
também escassos (SONNTAG, 2009).

Estudos de interferéncia de farmacos sdo parte integral na
avaliacdo de metodologias e instrumentos. Milhares de farmacos séo
usados clinicamente e suas concentracBes séricas e urinarias variam de
acordo com o uso clinico e condi¢des fisiologicas e patoldgicas,
representando um grande problema para a indUstria de diagnostico
fornecer uma lista dos farmacos que interferem com testes laboratoriais
(SONNTAG e SCHOLER, 2001).

Uma interferéncia relevante em determinacdes laboratoriais,
que tem sido estudada ha bastante tempo, é a que envolve a vitamina C
ou &cido ascorbico (BRIGDEN et al., 1992; DIMESKI et al., 2010;
MARTINELLO e SILVA, 2006a; MARTINELLO e SILVA, 2006b;
MCcAULIFFE et al., 1998; SHER, 1982; SILVA et al, 2000;
VANAVANAN et al., 2010; YOUNG et al, 1972; ZWEIG e
JACKSON, 1986). Devido a importancia desta interferéncia, fabricantes
de tiras reagentes passaram a acrescentar uma nova area de reacdo nas
tiras, a qual detecta a presenca do &cido ascérbico na urina, com o
objetivo de alertar para a provavel ocorréncia de alteracfes também nos
outros parametros em andlise pela tira, devido a presenca deste
interferente.

Young, um dos pesquisadores pioneiros com atuacdo destacada
na area de interferéncia de farmacos, desde a década de 1970, teve
preocupacdo de compilar informagfes sobre o tema, publicando
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periodicamente relatos de avaliacBes de interferéncia analitica ou
fisioldgica de farmacos nos diversos exames laboratoriais (YOUNG et
al., 1972; YOUNG, 1995; YOUNG, 1997; YOUNG, 2000;
AMERICAN ASSOCIATION FOR CLINICAL CHEMISTRY, 2010).
Entretanto, apesar do grande volume de relatos sobre interferéncias
desde entéo, inimeros farmacos novos vém sendo langados no mercado
a cada ano, cujo risco de interferéncia ainda ndo é conhecido. Grande
parte dos farmacos é excretada do organismo por meio da urina, na
forma inalterada ou como metabdlitos, e ambas as formas podem vir a
interferir na determinacdo de parametros do exame quimico de urina.

1.2) Urinalise

O exame de urina pode fornecer uma quantidade significativa
de informagdes. O exame cuidadoso permite a detec¢do de processos
patolGgicos intrinsecos e extrinsecos ao sistema urinario, sejam eles
funcionais ou anatémicos. A progressdo ou a regressao de varias lesdes
também pode ser monitorada com um minimo de estresse ao paciente.
Além disso, processos patologicos sistémicos, como anomalias
endécrinas ou metabolicas, podem ser detectados por meio do
reconhecimento de quantidades anormais de metabdlitos especificos
para a doenca, excretados na urina. Pela sua simplicidade, baixo custo e
pela facilidade na obtengdo da amostra para andlise, é exame de rotina
(HENRY, 2008; LIMA et al., 2001).

Principios analiticos que favorecem a simplicidade do método
tém sido rotineiramente utilizados em laboratdrios por muitos anos. Um
exemplo classico de tais principios € 0 uso de tiras reagentes,
amplamente utilizadas em laboratérios (BERG et al., 1989). Elas
constituem um meio simples e rapido de realizar dez ou mais analises
bioquimicas clinicamente importantes, como pH, proteinas, glicose,
cetonas, hemoglobina, bilirrubina, urobilinogénio, nitrito, densidade e
esterase de leucdcitos (STRASINGER, 1996). A disponibilidade e
aparente facilidade no uso de técnicas de quimica seca fizeram com que
a analise quimica se tornasse um procedimento de triagem. A utilizacdo
de instrumentos que executam a leitura das fitas reagentes e a
padronizacdo do tempo de reacdo foram fatores essenciais para a
melhoria da confiabilidade (DELANGHE, 2007).

A triagem de urina em criangas é um assunto que tem sido
bastante debatido. A Academia Americana de Pediatria havia
recomendado  anteriormente  (AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRICS, 2000) realizd-la na pré-escola e, anualmente, em
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adolescentes sexualmente ativos, para avaliar a esterase leucocitaria.
Mas a recomendacdo mais recente (AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRICS, 2007) ndo exige mais a analise de urina como triagem
nessa faixa etaria. No entanto, muitos pediatras a solicitam com
frequéncia para seus pacientes, sendo comum encontrar anormalidades.
Porém, em muitos casos, elas sdo transitorias ou devido a reagdes falso-
positivas (PATEL, 2006). O principal objetivo de programas de triagem
de urina em criancas em idade escolar é detectar a doenca renal em suas
fases iniciais, permitindo o tratamento de forma a retardar ou mesmo
impedir a evolugdo para insuficiéncia renal. Shajari e colaboradores
(2009), em um estudo para avaliar o custo de programas de triagem por
urinalise em escolas de Shiraz, no Ird, propdem uma Unica triagem, no
inicio da idade escolar, entre 6 e 7 anos. Outro estudo, também realizado
no Ird, com quatrocentos neonatos, aparentemente saudaveis, mostrou
que o teste com tiras reagentes durante o periodo neonatal poderia ser
atil para o diagndstico precoce de doencas renais (FALAKAFLAKI et
al., 2011).

Yamagata e colaboradores (2008) relatam que a triagem
universal de proteindria com tiras reagentes tem sido usada no Japéao e
enumeram Varias razdes para dar continuidade a esse programa de
triagem. A taxa de proteindria positiva na populagéo geral, bem como a
prevaléncia e incidéncia de glomerulonefrite, sdo altas no Japdo. A
urinalise € o Unico método para a detecgdo precoce de glomerulonefrites
cronicas, e, finalmente, a redugdo da incidéncia de faléncia renal crénica
por glomerulonefrite ¢ um dos melhores meios para reduzir a
prevaléncia de faléncia renal crénica.

O primeiro passo da andlise de urina é baseado em diferentes
reacBes quimicas, as quais estdo incluidas na metodologia de tiras
reagentes. Para completar o estudo, sdo necessarias a identificacdo e
contagem de diferentes células e outras particulas presentes em amostras
de urina. A andlise complementar necessita mais tempo e requer certo
grau de treinamento das pessoas envolvidas (MAYO, 2008). Em virtude
disso, diretrizes preparadas por National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) dos EUA, European Confederation of
Laboratory Medicine (ECLM) e Comité Brasileiro de Analises Clinicas
e Diagnostico In Vitro, da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT) foram publicadas, com o objetivo de melhorar a padronizagao
por meio do uso de sistemas automatizados ou procedimentos
padronizados para contagem de células em cAmara com um volume pré-
definido (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS,
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2005; EUROPEAN URINALYSIS GUIDELINES, 2000; NCCLS,
1995).

Instrumentos automatizados capazes de examinar particulas e
células presentes na urina tém reduzido a necessidade da microscopia
manual (WAH et al., 2005). Desde o final da década de 1990, estd
disponivel no mercado um equipamento baseado no principio de
citometria de fluxo (Sysmex, modelo UF-100), que faz a andlise
guantitativa de células e particulas presentes na urina e muitos estudos
estdo sendo feitos para avaliar sua eficacia (BEN-EZRA et al., 1998;
CHIEN et al., 2007; DIMECH e RONEY, 2002; LANGLOIS, 1999).
Outro aparelho automatizado atualmente disponivel para analise de
sedimentos urinarios € o modelo Iris iQ200, da marca Iris Diagnostics,
gue utiliza imagem digital e um software de reconhecimento de
particulas para classificar particulas urinarias. Alguns estudos tém sido
realizados para avaliar seu desempenho (ALTEKIN et al., 2010;
LAMCHIAGDHASE et al., 2005; LINKO et al., 2006; SHAYANFAR
etal., 2007; WAH et al., 2005).

Com esses avangos no exame de urina, bem como devido ao
fato da urindlise permanecer como um dos trés maiores testes
diagnosticos de triagem (juntamente com os perfis bioquimicos no soro
e 0 hemograma completo), cria-se a necessidade de um olhar critico para
o0 fluxo de trabalho (workflow) na realizacdo de exames de urina,
ressaltando a importdncia na reducdo da variabilidade pré-analitica
(STANKOVIC e DILAURI, 2008).

Em simpo6sio realizado em 1997, em Firenze (International
Menarini Symposium on Urinalysis) foi aplicado um questionario entre
23 liderangas de mercado. Somente 9 delas declararam-se satisfeitas
com a atual tira reagente, enquanto 14 sugeriram novos itens, dentre o0s
quais, testes para proteinas especificas, proteina total, creatinina como
marcador de diurese e um marcador para cancer de bexiga. Ha
concordancia geral quanto ao limite de 10 parametros em uma Unica tira,
uma vez que um maior nimero deles ndo somente aumentaria o perigo
de confusdo, como também a dificuldade para a adequada imersdo da
tira reagente na amostra de urina.

Kutter (2000) sugere uma tira com as seguintes areas: avaliacdo
semi-quantitativa para leucocitos, otimizada pela introducdo de uma
substancia assegurando a lise celular; avaliagdo semi-quantitativa para
proteina total, com faixa de concentracdo entre 50 e 1000 mg/L; teste
semi-quantitativo para deteccdo de niveis baixos de albumina, por
mecanismos de erro protéico de Gltima geracdo ou imunoldgicos; teste
semi-quantitativo para hemoglobina, permitindo a diferenciacdo entre
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eritrocitos intactos e hemoglobina livre, otimizada pela eliminacdo da
inibicdo do &cido ascorbico; teste qualitativo para nitrito; teste semi-
quantitativo para glicose, também otimizado pela eliminagéo da inibi¢do
do &cido ascorbico; teste semi-quantitativo para acetoacetato; teste semi-
guantitativo para urobilinogénio; teste semi-quantitativo para creatinina,
com vistas a avaliar a diurese e a funcédo renal; avaliagdo do pH. O autor
sugere ainda a substituicdo da area de densidade pelo pardmetro
creatinina, bem como a eliminagdo da area para determinacdo de
bilirrubina, pela baixa sensibilidade e especificidade.

1.2.1) Proteinaria

Resultados alterados de proteindria em tiras reagentes podem
ser devido a causas patoldgicas ou ndo patolégicas. Albumindria e
proteindria sdo achados importantes, especialmente em pacientes com
hipertensdo e/ou diabetes (PUGIA et al., 2001). Proteindria € definida
como a excregdo de proteina urindria maior que 150 mg/dia (10 a 20
mg/dL de urina) e é uma caracteristica de dano renal. Microalbumindria
é definida como a excrecdo de 30 a 150 mg de proteina por dia, € € um
sinal de dano renal, particularmente em pacientes diabéticos.

As tiras detectam a presenca de proteina por meio de um
indicador seco, que muda de cor devido a presenca de proteinas, em um
meio pH-dependente. Os métodos de precipitacdo acida detectam todas
as proteinas e, portanto, indicam a presenca de globulinas, bem como de
albumina (HENRY, 2008). O resultado de 1+ corresponde a
aproximadamente 30 mg de proteina/dL de urina. Os reagentes presentes
na maioria das tiras sdo sensiveis para albumina, mas ndo detectam
baixas concentraces de globulinas, proteina de Bence-Jones,
mucoproteinas ou proteinas de baixo peso molecular (BARRATT, 2007;
LAMB et al., 2009; MILFORD, 2008; SIMERVILLE et al., 2005). O
limite minimo de deteccdo pode variar, bem como o indicador utilizado.
As tiras analisadas neste estudo, Combur® 10 Test M (Roche) e
Multistix® 10 SG (Bayer - atualmente pertencente ao grupo Siemens),
apresentam limites de 6 mg/dL e 15-30 mg/dL e utilizam os indicadores
tetraclorofenoltetrabromossulfoftaleina e azul de tetrabromofenol,
respectivamente (SILVA-COLOMBELI e FALKENBERG, 2006).

A proteinUria pode ser classificada como transitoria ou de causa
ndo patoldgica (febre, exercicios, proteinlria ortostatica ou postural) e
persistente ou patoldgica (desordens glomerulares, desordens tubulares)
(CHRISTIAN e WATSON, 2004; PATEL, 2006; SIMERVILLE et al.,
2005). Tendo em vista que um resultado positivo para proteina é
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clinicamente significante, o resultado deve ser confirmado por um
segundo método e em amostras repetidas (HENRY, 2008). Uma vez
confirmada a proteindria, esta deve ser quantificada em urina de 24h (o
que € considerado padrdo-ouro), ou por meio da razdo
proteina/creatinina em amostra isolada (ALVES, 2004; PRICE et al.,
2005; RALSTON et al., 1988). Existe inclusive uma tira no mercado
(Multistix PRO® - Siemens) que contém uma area para detec¢do de
albumina > 80 mg/L, usando o reagente bis-(3’,3”’-diiodo-4’,4’-
dihidroxi-5°,5"’-dinitrofenil)-3,4,5,6-tetrabromo sulfoftaleina, uma &rea
de reacdo com azul de tetrabromofenol para proteina > 300 mg/L e uma
area para creatinina baseada no complexo cobre-creatinina. Estudos tém
mostrado uma boa correlacdo entre a tira e os métodos quantitativos
convencionais (KANEKO et al, 2005, PUGIA et al, 2001;
WATANABE et al., 2005).

A concentracdo de proteina na urina é mais comumente
determinada por métodos colorimétricos, com o auxilio de corantes,
como o azul de Coomassie brilhante (IWATA e NISHIKAZE, 1979;
LOTT etal., 1983; MARSHALL e WILLIAMS, 1987) e o vermelho de
pirogalol (ORSONNEAU et al., 1989; PHILLIPOU et al.,, 1989;
WATANABE et al., 1986). Novos métodos quantitativos tém sido
propostos recentemente, utilizando desde novos corantes, como a
Eritrosina B, com melhor sensibilidade, detectando concentrac¢des de 2,4
mg/L (HORIKOSHI et al., 2012), até espectrometria de massas (SHIEA
et al., 2008).

Resultados falso-positivos para proteina em tiras convencionais
de urindlise sdo encontrados em amostras de urina alcalinas ou
concentradas, contendo fenazopiridina ou compostos de ambdnio
quaternario. Por outro lado, resultados falso-negativos foram relatados
em amostras diluidas ou contendo proteinas de baixo peso-molecular
(PATEL, 2006; SIMERVILLE et al.,, 2005). Interferéncias falso-
positivas ja foram relatadas para cefalotina e cefaloridina, utilizando a
tira Albustix® e, para clorexidina e gabapentina, com a tira Ames
Multistix® (YOUNG, 2000). Em nosso estudo anterior, interferéncias
analiticas falso-positivas foram encontradas no parametro proteina, por
meio da tira reagente Multistix® 10 SG, com os farmacos cloridrato de
ciprofloxacino e sulfato de quinina, na concentracdo supraterapéutica
testada (350 mg/dL e 138 mg/dL, respectivamente), e difosfato de
cloroquina, nas concentracGes supraterapéutica e terapéutica, de 277 e
27,7 mg/dL, respectivamente (SILVA-COLOMBELI e
FALKENBERG, 2007).
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A maior divulgacdo do conhecimento sobre interferéncias em
tiras reagentes de urina poderia contribuir para reduzir gastos para o
sistema de salde, com a realizacdo de procedimentos e exames
desnecessarios, bem como evitar riscos ao paciente.

1.2.2) Cetondria

O termo “corpos cetdnicos” engloba trés produtos
intermediarios do metabolismo das gorduras: acetona, &cido
acetoacético e 4cido beta-hidroxibutirico. Corpos cetdnicos
normalmente ndo sdo encontrados na urina. A excessiva formacéao
desses compostos por distlrbios no metabolismo ou absor¢do dos
carboidratos ou quantidade inadequada de carboidratos na dieta provoca
a metabolizacdo de quantidades crescentes de acidos graxos. Quando
isso ocorre, ha um aumento na concentracdo sanguinea de corpos
cetdnicos (cetonemia), com o0 consequente aumento de excregao urinaria
(cetondria) (HENRY, 2008; MOTTA, 2003). Tiras reagentes detectam
acido acetoacético por meio do reagente nitroprusseto de sddio.
Resultados positivos sdo geralmente causados por baixa ingesta de
carboidratos, em dietas de restricdo caldrica para reducdo de peso,
pacientes diabéticos ndo-controlados e eventualmente podem chamar a
atencdo para casos de anorexia ndo diagnosticada (KUTTER, 2000;
SIMERVILLE et al., 2005).

O teste das tiras reagentes ndo é especifico para corpos
cetonicos, e algumas substancias enddégenas (fenilcetonas) e farmacos
sdo conhecidos por causar interferéncias. Farmacos que contenham um
ou mais grupos sulfidrila (-SH ou tiol) livres, como, por exemplo,
captopril, mesna, N-acetilcisteina, dimercaprol e penicilamina, podem
reagir diretamente com o nitroprusseto (CSAKO e ELIN, 1996). A
interferéncia do farmaco captopril ja foi relatada por outros autores com
diferentes tiras: N-Multistix® SG, Acetest®, Chemstrip® 9, Multistix®
10 SG, entre outras (CSAKO, 1987; LACY et al., 2000-2001;
WARREN, 1980; YOUNG, 2000). Em estudo anterior encontramos
interferéncia falso-positiva para o farmaco captopril nas concentracoes
supraterapéutica e terapéutica testadas (123 e 12,3 mg/dL) (SILVA-
COLOMBELLI, 2006).

Resultados falsamente elevados de cetonas implicam o risco de
uma interpretacdo errénea do exame do paciente, ainda mais por ter sido
detectada tal interferéncia em concentragfes terapéuticas. O captopril é
um inibidor da enzima conversora da angiotensina (ECA), utilizado no
manejo da hipertensdo. Pode diminuir ou interromper a progressdo da
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doenca renal em pacientes diabéticos com nefropatia estabelecida, sendo
gue American Diabetes Association prop8e seu uso para estes pacientes
(LEWIS et al., 1993). Isso fez com que o uso do captopril em pacientes
com nefropatia diabética aumentasse significativamente desde entéo,
aumentando também a frequéncia da interferéncia pelo captopril em
exames de urina (CSAKO e ELIN, 1996). Uma vez que um aumento na
concentracdo de corpos cetdnicos pode significar tanto uma acidose
diabética, quanto falta de controle da dosagem de insulina por pacientes
diabéticos (HENRY, 2008), tal interferéncia analitica, se passar
despercebida, poderia conduzir a uma tomada de decisdo equivocada.

1.2.3) Tiras reagentes em urindlise

Atualmente existem no mercado inGmeras marcas de tiras
reagentes em urinalise, com algumas diferencas quanto aos principios
utilizados nas determinacdes dos parametros analisados, quanto ao
limite minimo de detec¢do, intervalos de leitura e possiveis
interferéncias (SILVA-COLOMBELI e FALKENBERG, 2006). A
seguir (Tabela 1), sdo listadas as principais diferencas entre as tiras
utilizadas neste estudo (Multistix® 10 SG e Combur® 10 Test M) em
relacdo aos parametros analisados.

A partir das interferéncias falso-positivas detectadas (SILVA-
COLOMBELL, 2006) e, ainda, considerando a relativa escassez de dados
existentes na literatura sobre interferéncias no exame quimico de urina,
propusemo-nos a aprofundar os estudos de interferéncia analitica nos
parametros cetona e proteina urinaria (para os quais é possivel caracterizar
reacOes falso-positivas por testes complementares), nestas tiras reagentes
de urinalise. Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de
Santa Catarina, sob nimero 158/07.
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Tabela 1. Diferencas entre as tiras Multistix® 10 SG e Combur® 10 Test M em
relacéo aos reagentes utilizados, limite de deteccéo e intervalos de leitura nos
parametros cetona e proteina urinarias, segundo dados das bulas.

Parametro Cetona Proteina
[tira
Multistix® 10 Combur® Multistix® 10 Combur® 10
SG 10 Test M SG Test M
Reagentes  Nitroprussetode  Nitroprusseto  Azul de Tetraclorofenol-
utilizados ~ sodio de sodio  tetrabromofenol  tetrabromo-
(7,1% plp); (157,2u9); (0,3% p/p); sulfoftaleina
solugdo tampdo  glicina solugdo tampdo (13,9 pg)
(92,9% p/p) (4,2 mg) (97,3% p/p);
componentes
ndo-reativos
(2/4% plp)
Limite de 5-10 mg/dL 5 mg/dL 15-30 mg/dL 6 mg/dL
deteccdo
Negativo Negativo Negativo Negativo
Intervalos  Tragos- 5 Positivo (+) Tragos Positivo (+) - 30
de leitura mg/dL Positivo (++)  Positivo (+) -30 mg/dL
Baixo - 15 Positivo (+++) mg/dL Positivo (++) -
mg/dI Positivo (++) - 100 mg/dL
Moderado - 40 100 mg/dL Positivo (+++) -
mg/dL Positivo (+++) - 500 mg/dL
Alto - 80-160 300 mg/dL
mg/dL Positivo (++++)
>2.000 mg/dL

Adaptada de SILVA-COLOMBELI e FALKENBERG, 2006.
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2) OBJETIVOS
2.1) Geral

e Ampliar e aprofundar o estudo realizado no trabalho de
mestrado, em relacdo a interferéncias analiticas falso-
positivas de farmacos nos parametros cetona e proteina
urinarias.

2.2) Especificos
e In vitro:

Testar a potencial interferéncia para proteindria, com as
tiras Multistix® 10 SG (Bayer) e Combur® 10 Test M (Roche),
de novos farmacos selecionados com base: a) na frequéncia com
que seu uso era descrito em pacientes do Hospital
Universitario/UFSC, que apresentaram resultados falso-positivos
para proteina e/ou cetona urinarias; b) em aspectos estruturais
semelhantes aos de farmacos para 0s quais o potencial de
interferéncia ja tenha sido confirmado; ou ¢) em elevada
excrecdo urinaria na forma inalterada, estabelecendo as menores
concentragBes em que a interferéncia é detectada.

e Invivo:

- Avaliar o potencial de interferéncia de captopril e
ciprofloxacino nos parametros cetona e proteina urinaria,
respectivamente, com as tiras reagentes Multistix® 10 SG (Bayer)
e Combur® 10 Test M (Roche), em pacientes fazendo uso destes
farmacos, e avaliar possiveis correlacfes de dose e ingesta hidrica
com as interferéncias observadas;

- Quantificar o captopril nas amostras de urina coletadas
dos pacientes, por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia;

- Realizar um estudo transversal de potenciais
interferéncias falso-positivas nos parametros cetona e proteina
urinaria em amostras de pacientes atendidos no ambulatério ou
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internados no Hospital Universitario da UFSC e, a partir deste
levantamento, avaliar in vitro, o potencial de interferéncia dos
farmacos mais frequentemente utilizados pelos pacientes cujos
resultados de exame apresentaram falsas reaces positivas.
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3) MATERIAIS E METODOS
3.1) Avaliacdo analitica in vitro

3.1.1) Avaliagéo da interferéncia analitica de farmacos no
parémetro proteina urinaria em tiras reagentes de
urindlise

3.1.1.1) Selegdo de farmacos para teste

Os farmacos incluidos neste estudo foram selecionados com base:
a) na auséncia de relatos de interferéncia na literatura, b) em alguma
similaridade estrutural aos farmacos ja caracterizados como
potencialmente interferentes no parametro proteina; ou ¢) em dados
relativos a dose terapéutica, biodisponibilidade, metabolismo e
preferencialmente alta porcentagem de excrecdo urindria na forma
inalterada.

Foram utilizadas amostras com grau de pureza farmacéutica
(atendendo aos requisitos de qualidade para uso na produgdo de
medicamentos), disponiveis no laboratério de Quimica Farmacéutica ou
cedidos por farméacias magistrais.

3.1.1.2) Obtencdo de amostras de urina para o pool de urina
controle

As amostras de urina foram obtidas de voluntarios que ndo faziam
uso de qualquer tipo de medicamento, com resultados normais para 0s
parametros avaliados nas tiras reagentes, de ambos 0s géneros, com idade
variando de 18 a 50 anos, que concordaram em assinar o termo de
compromisso livre e esclarecido (apéndice A). O pool aobtido foi utilizado
como controle negativo e também para preparacdo das amostras de urina
suplementadas com os farmacos.

3.1.1.3) Estabelecimento das concentracfes de teste e preparacdo
das solucdes de farmacos a serem avaliados

Com base na dose e nos parametros farmacocinéticos
(AKTORIES et al., 2005; KLASCO, 2011; LACY et al., 2000-2001),
foram estimadas as concentracBes esperadas na urina, a partir da
ingestdio da maior dose terapéutica preconizada (“concentracdo
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terapéutica”). Calculou-se, com base nos percentuais de absorcdo (A) e
excrecdo urinaria na forma inalterada (Eu), a concentracdo do farmaco
(mg/dL de urina) que seria obtida em um adulto sadio de 70 kg que
utilizasse a maxima dose terapéutica (mg) em 24 h, considerando-se 0
volume urinario médio de 1.300 mL/24 h. Embora outros parametros
farmacocinéticos (volume de distribuigdo, meia-vida, etc.) pudessem ser
considerados, a indisponibilidade de alguns destes dados, para diversos
farmacos selecionados, implicaria diferencas na forma de estimativa das
concentragGes. Assim, para padronizar a formula, optou-se por utilizar
apenas dose terapéutica maxima, percentuais de absor¢do e excre¢do
urinaria na forma inalterada. A concentragdo urinaria “terapéutica” (Cy)
estimada correspondeu ao resultado da equagao abaixo:

Cu=AXEuxDose x 100
1.300 mL

Foram testadas inicialmente concentracdes ditas
supraterapéuticas (ST) (cerca de dez vezes superior aquela que seria
obtida na urina, apds a administracdo de doses terapéuticas), conforme o
Protocolo Internacional para Avaliagdo de Interferéncias Analiticas
(GALTEAU e SIEST, 1984; KALLNER e TRYDING, 1989). Para
tanto, amostras de farmacos selecionados foram pesadas em balanca
analitica, solubilizadas na prdpria urina, em volume necessario a
obtencdo da urina suplementada com o farmaco em concentragdo
supraterapéutica. A partir desta, por diluicdo 1:10 com o pool de urina,
foi obtida a amostra de urina com firmaco em ‘“concentracdo
terapéutica” (T). Por nova diluicdo 1:10 desta Ultima, foi obtida a
concentracao subterapéutica (sT). Os farmacos selecionados, bem como
as concentracdes testadas, estdo listados na Tabela 2.
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Tabela 2. Farmacos selecionados e respectivas concentraces de teste para
avaliacdo do potencial de interferéncia na determinac&o de proteina urinéria.

Farmacos ST T ST
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Amilorida 7,0 0,7 0,07
Azitromicina NT™ 2,0 0,2
Clortalidona NT™ 2,0 0,2
Enalapril (Maleato) 10,0 1,0 0,1
Fluconazol 250,0 25,0 2,5
Hidroxiclorogquina 80,0 8,0 0,8
(Sulfato)
Levofloxacino NT*>* 45 45
350™" 350" 35"
Neomicina 30,0 3,0 0,3
Norfloxacino 60,0 6,0 0,6
350™" 350" 35
Ofloxacino 3507 3507 357
Pantoprazol 110,0 11,0 1,1

ST= Concentragdo Supraterapéutica, T= Concentragdo Terapéutica, ST=
Concentragdo subterapéutica.
“NT= Néo testada por problemas de solubilidade.
" Mesmas concentracdes testadas com o cloridrato de ciprofloxacino em
trabalho anterior (STc, Tc e sTc).

3.1.1.4) Avaliacdo do potencial de interferéncia

Amostras do pool de urina suplementadas com farmacos em
concentragBes supraterapéuticas foram testadas em 5 replicatas. Para os
farmacos potencialmente interferentes em concentracdes
supraterapéuticas, foram testadas 5 replicatas em concentracdo
terapéutica e subterapéutica; para aqueles farmacos que nédo
apresentaram interferéncia na maior concentracdo, foram testadas 3
replicatas nas demais concentragbes (T e sT). As quinolonas foram
testadas também nas concentracbes supraterapéutica, terapéutica e
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subterapéutica correspondentes ao ciprofloxacino (STc, Tc e sTc,
respectivamente).

A avaliacdo foi feita comparando-se os resultados da amostra de
urina controle (sem qualquer tratamento prévio) e da amostra de urina
suplementada com cada farmaco. Utilizaram-se tiras reagentes de duas
diferentes marcas, Multistix® 10 SG (Bayer) e Combur® 10 Test M
(Roche). A realizacdo das leituras foi feita através dos equipamentos
CLINITEK 500 (Bayer) e Urisys 1100 (Roche), respectivamente.

3.1.2) Avaliagdo da interferéncia analitica dos farmacos
interferentes em tiras reagentes para proteina
urindria na quantificacdo de proteina, por meio do
método com vermelho de pirogalol-molibdato (VPM)

Todos os farmacos que apresentaram interferéncia falso-
positiva no parametro proteina urinaria, por meio das tiras reagentes
utilizadas no estudo, foram avaliados quanto a potencial interferéncia na
quantificacdo de proteina pelo método com vermelho de pirogalol-
molibdato.

Os farmacos foram solubilizados em um pool de amostras de
urina obtidas de voluntarios que ndo faziam uso de qualquer tipo de
medicamento, com resultados normais para os parametros avaliados nas
tiras reagentes, de ambos os géneros, com idade variando de 18 a 50
anos, o qual foi utilizado também como controle negativo.

As dosagens foram realizadas com o kit Siemens Dimension®
Clinical Chemistry System Flex® - Urinary/Cerebrospinal Fluid Protein
Flex®, no equipamento DIMENSION RXL Max — Siemens.

3.1.3) Estabelecimento das menores concentragdes
interferentes

Para a avaliacdo da menor concentracdo interferente dos farmacos
estudados, partiu-se de um pool de amostras de urina de voluntarios com
resultados normais para 0s parametros avaliados nas tiras reagentes, que
ndo faziam uso de qualquer tipo de medicamento. O farmaco foi
adicionado em quantidade equivalente a menor concentracdo em que
foram encontradas interferéncias no trabalho anterior (SILVA-
COLOMBELLI, 2006) ou no presente estudo. Foram testadas pelo menos
trés concentracdes intermediarias entre valores interferentes e ndo
interferentes. As analises foram realizadas em 5 replicatas.
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A avaliacdo das menores concentracdes no parametro cetona foi
feita para o farmaco captopril, que havia apresentado, na tira Multistix®
10 SG (Bayer), interferéncia falso-positiva nas concentracdes de 123
mg/dL e 12,3 mg/dL, supraterapéutica e terapéutica, respectivamente
(SILVA-COLOMBELI, 2006). As novas concentracOes testadas partiram
da menor concentragdo interferente (terapéutica) em direcdo a
concentracdo subterapéutica testada (1,23 mg/dL). Avaliaram-se
inicialmente, uma concentracdo intermediaria entre as duas e, a seguir,
outras concentragdes intermediarias entre uma “interferente” e outra “ndo
interferente”. Foi realizada também a avaliacdo de interferéncia deste
farmaco com a tira Combur® 10 Test M (Roche), que ndo havia sido
testada em trabalho anterior, e as menores concentragdes interferentes
foram analisadas como descrito acima.

Para os farmacos cloridrato de ciprofloxacino e sulfato de
quinina, que apresentaram interferéncia no estudo anterior somente na
concentracao supraterapéutica (350 e 138 mg/dL, respectivamente), foram
avaliadas concentracbes no intervalo entre as concentracGes
supraterapéutica e terapéutica. Para o difosfato de cloroquina, que
apresentou interferéncia também na concentragdo terapéutica (27,7
mg/dL), foram avaliados valores entre as concentragdes terapéutica e
subterapéutica.

Para aqueles novos farmacos avaliados em que houve
interferéncia analitica para o pardmetro proteina em tira reagente, bem
como para os farmacos que apresentaram interferéncia no método do
vermelho de pirogalol-molibdato, realizou-se a avaliagdo da menor
concentracdo interferente, da mesma maneira descrita acima.

3.1.4) Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o programa Statistica
8.0, sendo considerados estatisticamente significativos valores de P<0,05.

As determinacfes foram realizadas com cinco repeti¢des, salvo
excecdes citadas no item 3.1.1.4. Para andlise estatistica das avaliagGes
analiticas in vitro com tiras reagentes, foi utilizado o teste U ndo
paramétrico de Mann-Whitney.

Para andlise dos resultados obtidos no método do vermelho de
pirogalol-molibdato, foi utilizado o teste t de Student para amostras ndo
pareadas.
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3.2) Avaliagao analitica in vivo

O processamento das amostras de urina foi realizado da mesma
maneira, independentemente do medicamento em uso pelo paciente. O
exame quimico de urina foi realizado em todas as amostras coletadas. A
analise foi feita no mesmo dia da coleta, por meio das tiras reagentes
Multistix® 10 SG (Bayer) e Combur® 10 Test M (Roche). A realizagéo
das leituras foi feita em equipamentos CLINITEK 500 (Bayer) e Urisys
1100 (Roche), respectivamente. Foram realizadas cinco repeti¢fes para
cada tira reagente analisada, em cada uma das amostras coletadas.

3.2.1) Avaliagado do potencial de interferéncia do captopril
3.2.1.1) Obtencéo de amostras de urina

Os pacientes foram encaminhados ao Laboratorio de Analises
Clinicas do Hospital Universitario/UFSC pelo médico responsavel, que
explicou o motivo da pesquisa, e esclarecidos sobre os objetivos do
trabalho pela prdpria pesquisadora, sendo entdo assinado o termo de
consentimento livre e esclarecido (apéndice B). Como praticamente
nenhum paciente encaminhado utilizava monoterapia com captopril,
foram incluidos na amostra pacientes polimedicados que estivessem
fazendo uso continuo do farmaco. Foram coletadas trés amostras em dias
diferentes, logo apés as consultas com o médico. As amostras foram
identificadas por um c6digo correspondente ao nimero do prontuario do
paciente, seguido pelo algarismo 1, 2 ou 3, referentes a sequéncia de
coleta das amostras. Por ocasido de cada coleta, foi solicitado aos
pacientes que respondessem a um questionario, para obter diversas
informagdes sobre 0 uso do farmaco, como dose e horério de tomada do
medicamento, ingesta hidrica, etc. (apéndice C).

3.2.1.2) Teste confirmatério para cetonas

As amostras que apresentaram reacdo positiva para cetona foram
testadas para a diferenciacdo entre a reacdo verdadeira e a possivel
interferéncia (falso-positivo). Para tanto, foi adicionada uma gota de acido
acético glacial na propria tira, observando se ocorreria uma mudanca de
coloracdo, ap6s 15 a 60 segundos. Se a cor rapidamente desbotasse para
um vermelho-cereja e eventualmente desaparecesse depois da
acidificacdo, a reacdo para cetonas era considerada falso-positiva
(CSAKO, 1987).
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3.2.1.3) Quantificacdo do captopril nas amostras de urina de
pacientes

O captopril nas amostras de urina foi quantificado por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com base em um
método desenvolvido por Kusmierek e Bald (2007), o qual sofreu
pequenas alteracfes em relacdo ao gradiente de eluicdo, a coluna e pré-
coluna cromatograficas e ao procedimento de centrifugacdo na
preparacdo da amostra. Por conta disso, 0 método foi validado antes de
ser utilizado. Os detalhes das diferengas entre a metodologia original e a
adaptada sdo descritos na tabela 3.

Tabela 3. Diferencas entre a metodologia original de determinagao de captopril
na urina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (KUSMIEREK e BALD,
2007) e a metodologia adaptada neste estudo.

Metodologia original Metodologia adaptada

(Kusmierek e Bald, neste estudo
2007)
Equipamento Hewlett-Packard 1100 Perkin Elmer
Series
Coluna Zorbax SB C-18 Supelcosil™ LC-18
(5 um, 150 x 4,6 mm) (5 um, 150 x 4,6 mm)
Pré-coluna Néo utilizada ODS (4,0 x 3,0 mm)
Gradiente de Eluigéo 0-4 min 15% 0-4 min 9%
(Acetonitrila) 4-8 min 15-40% 4-8 min 9-40%
8-12 min 40-15% 8-12 min 40-9%
12-14 9%
Centrifugacdo da Forga de centrifugacéo (g)
amostra previamente 12.000 12.100
a anélise Tempo (min)

5 10
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3.2.1.3.1) Preparacdo da amostra para a analise
- Sintese do reagente de derivatizacdo

A metodologia analitica utilizada incluia a derivatizagdo do
captopril na urina, previamente a analise propriamente dita (Figura 1).
Para tanto, foi sintetizado o reagente de derivatizacdo, tetrafluoroborato
de 2-cloro-1-metilquinolina (CMQT), de acordo com Bald e Glowacki
(2001), no laboratério de Quimica Farmacéutica, misturando-se 1,0 g
(3112 mmol) de 2-cloroquinolina (Sigma-Aldrich), 1,2 mL de
nitrometano (Sigma-Aldrich) e 1,0 g (6760 mmol) de tetrafluoroborato
de trimetilox6nio (Sigma-Aldrich). Apds a mistura, foram adicionados
4 mL de éter dietilico e ocorreu a formacdo dos cristais, que foram
lavados com éter dietilico e secos em pentoxido de fosforo sob vécuo.
O produto obtido foi analisado por espectroscopia no infra-vermelho
(apéndice D), comparando-se aos reagentes iniciais e comprovando-se a
mudanca estrutural desejada. O rendimento do produto sintetizado foi de
86,48%.

z S 0 COOH y_7.5 & a\l 0 COOH
+ H = '
-~ - HCI
42 - S N
= H“rxl.l‘A“CI HS H% \r?l s '\), N
BF,  CH, 2 BF, cH, M CH

Figura 1. Reacdo de derivatizagdo do captopril com tetrafluoroborato de
2-cloro-1-metilquinolina.
Fonte: Kusmierek e Bald, 2007.

- Processamento das amostras de urina

As amostras foram descongeladas e processadas da seguinte
forma: em um tubo de Eppendorf foram colocados 200 pL da amostra
de urina do paciente, acrescidos de 100 pL de tampé&o fosfato 0,2 M (pH
7,8) e 10 pL de cloridrato de tris (carboxietil) fosfina (TCEP) (Sigma-
Aldrich). Ap6s 5 minutos, foram acrescentados 30 pL de CMQT 0,1 M,
com posterior agitacdo em vdrtex, e a amostra foi incubada 2 minutos
em temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 20 pL de
acido perclorico a mistura que foi centrifugada por 10 minutos, a 12.100
g. No método original, a centrifugacdo era realizada por 5 minutos a
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12.000 g. O sobrenadante foi filtrado e 20 pL foram injetados no
sistema cromatogréfico.

3.2.1.3.2) Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

A analise cromatografica foi realizada em cromatdgrafo liquido
de alta eficiéncia Perkin Elmer, equipado com injetor automatico Perkin
Elmer Series 200, bomba binaria Series 200, desgaseificador a vacuo
Perkin Elmer Series 200, detector UV/Vis Series 200, interface 600
Series LINK. A separacéo foi feita em coluna Supelcosil™ LC-18 (5
pum, 150 x 4,6 mm), usando pré-coluna ODS (4,0 x 3,0 mm). O fluxo
foi de 1,0 mL/min, detec¢do em 355 nm, volume de injegdo de 20 pL,
usando como fase mével tampdo 4cido tricloroacético 0,1M pH 1,6
(componente A) e acetonitrila (componente B). Um gradiente de
acetonitrila foi utilizado. O perfil de elui¢do utilizado foi: 0-4 min 9% B,
4-8 min 9-40% B, 8-12 min 40-9% B e 12-14 9% B.

3.2.1.3.3) Validacdo da metodologia adaptada

Os parametros de validagdo foram desenvolvidos conforme ICH
(2005) e ANVISA (2003). Os parametros avaliados e validados do
método foram: linearidade, precisdo, exatiddo, limite de quantificacéo e
limite de detecgéo.

- Linearidade

Foi estabelecida por meio da construgdo da curva de calibracéo,
obtida com solugdes de captopril nas concentragdes de: 5, 10, 50, 100,
150 e 200 uM em urina, a partir de uma solucéo de captopril estoque de
10 mM em HCI 0,1 M. As éareas (uV.s) foram representadas frente as
concentracBes de captopril (UM) para a construcdo da curva. A equacéo
da reta foi obtida por regressdo linear e o coeficiente de correlagédo
calculado. Para determinar a linearidade da curva em um método
bioanalitico, espera-se que o coeficiente de correlacdo linear (r) seja
igual ou superior a 0,98 (ANVISA, 2003).
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- Precisao e exatidao

A precisdo e a exatiddo do método analitico foram avaliadas por
analises inter e intra-dia. A precisdo representa o grau de repetibilidade
entre os resultados de analises individuais.

A repetibilidade foi verificada utilizando-se 3 concentracdes de
captopril (50, 100 e 150 pM), realizando-se 5 determinacGes de cada
concentracdo.Desta forma, foi possivel calcular o desvio padréo relativo,
nao devendo este ser maior do que 15% (ANVISA, 2003).

A exatidao é expressa pela relagdo entre a concentracdo média
determinada experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente
(ANVISA, 2003). Os intervalos aceitaveis de recuperagdo para analise
de residuos geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até +
20%. Porém, dependendo da complexidade analitica e da amostra, este
valor pode ser de 50 a 120%, com precisao de até + 15% (RIBANI et al.,
2004).

- Limite de quantificacéo (LQ)

Representa a menor quantidade do analito na amostra que pode
ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis, sob as condi¢oes
experimentais estabelecidas. A equacdo utilizada para o calculo é
apresentado a seguir:

LQ =10 x dp/IC

onde: dp € o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de vérias
curvas de calibragcdo construidas, contendo concentragdes do farmaco
préximas ao suposto limite de quantificacdo; IC é a inclinacdo da curva
de calibracdo; 10 é utilizado com base na relacdo de dez vezes o ruido
da linha de base.

- Limite de deteccéo (LD)

Representa a menor quantidade do analito presente na amostra
que pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob as
condicBes experimentais estabelecidas. Normalmente é avaliada pela
relacdo sinal/ruido, em uma proporcdo 3:1. A equacdo utilizada para o
calculo é apresentado a seguir:
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LD =3,3xdp/IC

onde: dp é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no
minimo, 3 curvas de calibra¢do construidas contendo concentra¢Ges do
farmaco préximas ao suposto limite de quantificacdo; IC é a inclinagdo
da curva de calibracéo; 3,3 é utilizado com base na relacdo de 3,3 vezes
o ruido da linha de base.

3.2.2) Avaliagao do potencial de interferéncia do ciprofloxacino
3.2.2.1) Obtencéo de amostras de urina

Pela dificuldade em encontrar pacientes em uso somente de
ciprofloxacino, entre 0s pacientes atendidos no  Hospital
Universitario/UFSC, submetemos nosso projeto de pesquisa a Comisso
de Acompanhamentos dos Projetos de Pesquisa em Salde da Secretaria
Municipal de Saude, Prefeitura Municipal de Floriandpolis, sendo o
mesmo aprovado para execucdo em alguns Centros de Salde de
Floriandpolis.

Uma declaragéo foi deixada no Centro de Salde da Trindade, e
com a ajuda das farmacéuticas que dispensavam a medicacdo, alguns
pacientes que comecgariam 0 uso de ciprofloxacino aceitavam fornecer
dados como nome e telefone, para que a propria pesquisadora esclarecesse
quaisquer dividas sobre o trabalho e agendasse a coleta das amostras. As
amostras foram obtidas, quase em sua totalidade, nas préprias casas ou
locais de trabalho dos pacientes, por decisdo do préprio paciente, requisito
fundamental para participar da pesquisa, pois muitas vezes tornava-se
inviavel sua ida ao Laboratério de Analises Clinicas do HU/UFSC para
realizar a coleta. No momento da coleta, foi explicado o motivo da
pesquisa e esclarecidos os objetivos do trabalho, e entdo foi assinado o
termo de consentimento livre e esclarecido (apéndice E).

Foi coletada uma amostra durante o uso do medicamento e outra
depois de concluido o tratamento. As amostras foram identificadas por um
cddigo correspondente ao nimero do prontudrio do paciente (ou nimero
de registro, nos casos em que o0 paciente ndo possuia prontuario), seguido
pelo algarismo 1 ou 2, referentes a primeira e a segunda coleta. Por
ocasido de cada coleta, foi solicitado aos pacientes que respondessem a
um questionario, para obter diversas informacdes sobre o uso do farmaco,
como dose e horario de tomada do medicamento, ingesta hidrica, etc.
(apéndice F).
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3 2.2.2) Testes confirmatorios para proteina

Em todas as amostras analisadas, foi realizado o teste
confirmatdrio para proteinas com 4cido sulfossalicilico 20%. Em um tubo
de vidro, adicionou-se uma gota de acido para cada mililitro de urina e
observou-se a intensidade de turbidez (ANVISA, 2003; STRASINGER,
1996).

Nas amostras com reacdo confirmatéria positiva foi também
realizada a quantificacdo das proteinas, por meio do método colorimétrico,
utilizando vermelho de pirogalol-molibdato (VPM) (EUROPEAN
URINALYSIS GUIDELINES, 2000; HENRY, 2008).

3.2.3) Anélise dos resultados dos testes in vivo em pacientes
usuarios de captopril e ciprofloxacino

A andlise foi feita dividindo-se os resultados em trés grupos para
cada parametro analisado: reacdo negativa, reacdo falso-positiva e reagao
positiva verdadeira. Foram atribuidos escores para o teste do parametro
em andlise (cetonas ou proteina). Quando a reacdo foi negativa ou positiva
verdadeira, isto foi considerado como escore zero (ndo houve
interferéncia). Caso no teste confirmatério tenha se constatado que a
reacdo foi falso-positiva (interferéncia), foi atribuido escore 1 para cada
amostra (ou replicata) em que for constatada interferéncia, independente
da intensidade de reagdo positiva.

Foi realizada uma comparacédo entre os pacientes fazendo uso do
farmaco captopril e o controle (pool de amostras de voluntarios, que ndo
estavam fazendo uso de medicamentos). Para esta analise, foi utilizado o
teste U ndo paramétrico de Mann-Whitney.

No caso das amostras de urina coletadas de pacientes fazendo uso
de ciprofloxacino durante e apés o tratamento, foi utilizado o teste de
Wilcoxon para comparar as amostras analisadas, por meio da leitura da
tira reagente, e teste t de Student para amostras pareadas, para comparagdo
das leituras realizadas com o vermelho de pirogalol-molibdato.
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3.2.4)  Estudo transversal da interferéncia de farmacos nos
parémetros proteina ou cetonas

Foi realizada a analise de interferéncias no periodo de 15/09/2008
até 11/11/2008 (devido a problemas técnicos no aparelho leitor de tiras
utilizado no laboratério), tendo sido reiniciado somente em 25/05/2009
prosseguindo até 24/07/2009. As amostras de urina analisadas na rotina do
Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario foram triadas
diariamente nos periodos mencionados, separando-se aquelas que
apresentaram reacao positiva para proteinas ou cetonas, para a realizacao
dos respectivos testes confirmatorios.

Para todos os pacientes que apresentaram resultados verdadeiro-
positivos e falso-positivos, foi realizada a coleta de dados referentes aos
medicamentos utilizados no periodo da coleta das amostras de urina, a
partir da analise dos prontuérios dos pacientes disponibilizados no Servico
de Prontuario do Paciente (SPP) do Hospital Universitario/UFSC. Foram
tabulados os dados e realizado um levantamento da frequéncia dos
farmacos, destacando-se aqueles envolvidos em maior nimero de casos,
para avaliagOes especificas complementares. Adicionalmente, foi realizada
uma analise das associa¢fes (qui-quadrado) para as amostras de proteinas
e cetonas e regressao logistica para o teste de proteinas, considerando um
nivel de significancia de 5%.

Alguns farmacos mais frequentemente citados nos prontuarios de
pacientes com falsas reagdes positivas foram avaliados quanto ao
potencial de interferéncia in vitro, conforme item 3.1.1.
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4) RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1) Avaliacdo analitica in vitro

4.1.1) Avaliacdo da interferéncia analitica de farmacos no
paréametro proteina urinaria por meio de tiras reagentes

Os farmacos selecionados inicialmente para esta etapa e as
respectivas concentragdes de teste estdo relacionados na Tabela 4. Os
farmacos azitromicina e clortalidona foram avaliados somente nas
concentracGes terapéutica e subterapéutica por problemas de
solubilidade. Por esse mesmo motivo, o farmaco ofloxacino ndo foi
avaliado na concentracdo supraterapéutica durante o trabalho de
mestrado (SILVA-COLOMBELI, 2006), em que ele ndo apresentou
interferéncias nas suas concentragGes terapéutica e subterapéutica (52,6
e 5,26 mg/dL, respectivamente). O farmaco levofloxacino, também por
problemas de solubilidade, foi avaliado somente em concentragdo
terapéutica e subterapéutica, enquanto o norfloxacino foi avaliado nas
trés concentragdes. Para viabilizar a comparagdo do potencial
interferente das quinolonas testadas neste trabalho, elas foram avaliadas
também nas concentragdes supraterapéutica, terapéutica e subterapéutica
correspondentes ao ciprofloxacino (STc, Tc e sTc, respectivamente).

O sulfato de hidroxicloroquina apresentou interferéncia falso-
positiva estatisticamente significante quando comparado a urina controle
na concentracdo supraterapéutica (80 mg/dL) e na concentragdo
terapéutica (8 mg/dL) com a tira reagente Multistix® 10SG, porém ndo
apresentou interferéncia com a tira da Roche, em nenhuma das
concentrac@es testadas. Os farmacos levofloxacino e ofloxacino também
apresentaram interferéncia somente com a tira Multistix® 10SG na
maior concentracdo testada, correspondente a concentracdo
supraterapéutica estimada para o ciprofloxacino (350 mg/dL), sem
apresentar tais interferéncias com a outra tira estudada. Os demais
farmacos avaliados ndo apresentaram quaisquer interferéncias
significantes nas duas fitas avaliadas em nenhuma das concentracfes
estudadas. Na literatura pesquisada, ndo foi encontrado qualquer relato
de interferéncia analitica na proteina urinaria para os farmacos
hidroxicloroguina, levofloxacino e ofloxacino.
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Tabela 4. Proteina urinaria determinada por meio de tiras reagentes para

urinalise.

Farmacos

Concentragao do
farmaco na urina
(mg/dL)

Proteina urinaria

Multistix® 10 SG

Combur® 10 Test

Amilorida

7,0 (ST)
0,7 (T)
0,07 (sT)

DIOIOIES

Azitromicina

20,0(ST)
2,0(T)
0,2 (sT)

Clortalidona

20,0 (ST)
2,0(T)
0,2 (sT)

Enalapril (Maleato)

10,0 (ST)
1,0(T)
0,1 (sT)

Fluconazol

250,0 (ST)
25,0 (T)
2,5 (sT)

I~~~ 2 Z

Hidroxicloroquina
(Sulfato)

80,0 (ST)
8,0 (T)
0,8 (sT)

Levofloxacino

450,0 (ST)
45,0 (T)
4,5 (sT)

350 (STc)
35,0 (Tc)
3,5 (sTc)

B~z N
It\>¢—|\>ttl e

Neomicina

30,0 (ST)
3,0(T)
0,3 (sT)

Norfloxacino

60,0 (ST)
6,0 (T)
0,6 (sT)

350 (STc)

35,0 (Tc)

3,5 (sTc)

N L NN

Ofloxacino

350(STc)
35,0(Tc)
3,5(sTc)

DS O
*

Pantoprazol

110,0 (ST)
11,0 (T)
1,1(sT)

/T/T\/T/TAHAA/?/?/?/?/?/?/?/?A

[

~~ e~~~ A Z e s Z s Z

ST= Concentragéo Supraterapéutica, T= Concentracdo Terapéutica, ST= Concentracdo

subterapéutica.

STc, Tc e sTc= Mesmas concentragdes testadas com o cloridrato de ciprofloxacino em

trabalho anterior.

NT= N&o testada por problemas de solubilidade.

*P<0,01, Mann Whitney. Todas as anélises foram realizadas em 5 replicatas.
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A mudanca na tonalidade de cor do indicador de pH, chamada
“erro protéico” tem sido amplamente utilizado na determinacdo de
albumina no soro, utilizando corantes como o verde de bromocresol e
purpura de bromocresol (MURAMOTO et al., 1999; SUZUKI, 2005). O
método de tiras reagentes para proteina também se baseia no mesmo
principio. Uma vez que as proteinas apresentam carga em pH
fisioldgico, sua presenca induzird alteracdo de pH. A tira reagente de
urina é impregnada com azul de tetrabromofenol tamponado em pH
acido de 3, ou tetraclorofenoltetrabromossulfoftaleina. Na auséncia de
proteina, a tira fica amarela; 30 a 60 segundos apds o contato com a
urina aparecem tonalidades variaveis de verde dependendo do tipo e da
concentracao das proteinas presentes. Os resultados podem ser lidos em
um “sistema de cruzes” como negativo, vestigios, e 1+ a 4+ (HENRY,
2008). Segundo Patel (2008) um resultado de proteina negativo ou
vestigios nas tiras reagentes pode ser considerado normal, no entanto
pacientes com valores de 1+ ou superiores deveriam ser pelo menos
monitorados.

O azul de tetrabromofenol, além de ser utilizado como
indicador, é tamhém usado para detectar SO, em gelatinas, bem como
indicador &cido-basico para pesquisa de impurezas 4cidas ou alcalinas e
na identificacdo de cloreto de benzalconio e cloreto de cetilpiridinio
(HARTKE e MUTSCHLER, 1987). Sendo assim, pode-se dizer que este
indicador é pouco especifico, estando o teste de proteinas passivel de
sofrer interferéncias.

A principal fonte de erro no uso de tiras ocorre quando a urina é
extremamente alcalina e supera a capacidade do sistema de
tamponamento, produzindo elevacdo do pH e uma mudanga de cor que
ndo tem relacdo com a concentragdo de proteinas (CARAWAY e
KAMMEYER, 1972; STRASINGER, 1996; VIZCAINO et al., 2000).

Segundo  Suzuki (2005), caracteristicas espectrais no
ultravioleta de indicadores de pH com sulfoftaleina na presenca de
proteina podem ser explicadas pelo equilibrio quimico, baseado na
reacdo entre as cadeias laterais de residuos de aminoacidos carregadas
positivamente na molécula de proteina e o anion dissociado do corante.

Em estudo anterior, foram detectadas interferéncias analiticas
com os farmacos ciprofloxacino, cloroquina e quinina no parametro
proteina utilizando a tira Multistix® 10SG (SILVA-COLOMBELI,
2006). Desta classe, no presente trabalho, somente pdde ser avaliado o
sulfato de hidroxicloroguina. A hidroxicloroquina difere da cloroguina
pela presenca de um grupamento hidroxila no final da cadeia lateral
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(Figura 2) e, assim como a cloroquina, apresentou interferéncia
inclusive na concentragdo terapéutica.

cl N\ Cl N\
= =
HN OH HN
W\N A~ W N" CH,
CHy L CH N

CH3 CHj;

Hidroxicloroguina Cloroquina

Figura 2. Estruturas quimicas da hidroxicloroquina e cloroguina.
Fonte: Moffat et al., 2004.

A hidroxicloroquina é usada no tratamento da malaria, lGpus
eritematoso sistémico e artrite reumatoide (LACY et al., 2000-2001).
Evidéncias tém demonstrado que a hidroxicloroquina tem efeito protetor
contra trombose e proporciona aumento da sobrevida em pacientes com
lpus (RUIZ-IRASTORZA et al., 2006). Alguns antimalaricos
(cloroguina, hidroxicloroquina e mepacrina) tém se mostrado eficazes
em outras doengas diversas (KALIA e DUTZ, 2007). Estudos recentes
sugerem o uso de hidroxicloroquina no tratamento de perniose, em dose
inicial de 200 mg, administrada duas vezes ao dia, ndo excedendo a
dosagem méaxima de 6,5 mg/kg/dia (YANG et al., 2010). Lupus
eritematoso pérnio foi descrito pela primeira vez por Hutchinson, no
século XIX, como uma forma de lipus com manifestacfes de perniose,
que sdo lesBes inflamatdrias de pele decorrentes de uma reacdo anormal
a diminuicdo da temperatura ambiental (SPELLING et al., 2001).

Em estudo anterior, realizado apenas com a tira Multistix® 10
SG (SILVA-COLOMBELI e FALKENBERG, 2007), o ofloxacino foi
avaliado somente nas concentracGes terapéutica e subterapéutica (52,6
mg/dL e 5,26 mg/dL), porém ndo apresentou interferéncia
estatisticamente significativa para proteina. Quando avaliado em 350
mg/dL (STc, que também seria considerado um valor supraterapéutico
para o ofloxacino) uma reacdo falso-positiva estatisticamente
significativa foi observada. O levofloxacino, insolGvel em sua prépria
concentracdo supraterapéutica (450 mg/dL), também foi avaliado na
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concentracdo supraterapéutica do ciprofloxacino (STc), sendo observada
reacao falso-positiva.

O fendbmeno denominado “erro proteico dos indicadores” é mais
ou menos pronunciado, segundo 0 nimero de grupos aminicos livres nas
diversas fracBes protéicas. Tanto ciprofloxacino quanto ofloxacino
apresentam nitrogénios protonaveis em suas estruturas, que poderiam
estar envolvidos na reacdo falso-positiva. O levofloxacino é o
enantibmero S (forma levdgira) do ofloxacino, e uma vez que ambos
apresentaram interferéncia, a estereoquimica do atomo de carbono
assimétrico ndo parece ser tdo relevante para a reagdo de interferéncia.
Por outro lado, a Unica diferenca estrutural entre o norfloxacino e o
ciprofloxacino é o substituinte no nitrogénio do anel quinol6nico
(grupamento etila e ciclopropila, respectivamente). Sendo assim, o
substituinte no 4&tomo de N parece extremamente relevante para o
potencial de interferéncia (Figura 3).

Young (2000) relata um aumento fisiolégico da excrecdo
protéica urindria em 1% dos pacientes tratados com norfloxacino, porém
ndo menciona qualquer tipo de interferéncia relacionada ao uso de
ofloxacino.

F COOH
F. COOH

R= ciclopropila, ciprofloxacino

Ofloxacino (mistura racémica) R= stila. norfloxacino

Levofloxacinoe (enantidmero levagiro do
ofloxacine)

Figura 3. Estrutura quimica das quinolonas testadas no estudo.

Em funcdo dos resultados dos estudos in vivo e do estudo
transversal, foi realizada a avaliagdo da interferéncia analitica in vitro no
exame quimico de urina com as duas tiras reagentes avaliadas neste
estudo, de farmacos que apareceram com frequéncia no estudo
transversal ou em associagdo com algum farmaco estudado no estudo in
vivo. Foram avaliados os farmacos dipirona, omeprazol e
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hidroclorotiazida nas concentragcdes supraterapéuticas (26 mg/dL, 10
mg/dL e 46 mg/dL, respectivamente), terapéuticas e subterapéuticas
estabelecidas para os mesmos. Nenhuma interferéncia foi observada.

4.1.2) Avaliagdo da interferéncia analitica dos farmacos
interferentes em tiras reagentes para proteina urinaria na
guantificagdo de proteina por meio do método com
vermelho de pirogalol-molibdato (VPM)

Ap6s a analise da amostra de urina de voluntario utilizando
ciprofloxacino (ver discussao e resultados do estudo in vivo, item 4.2.2),
foi observado resultado positivo para proteina na tira Multistix® 10 SG
e negativo no teste confirmatério com A&cido sulfossalicilico,
caracterizando uma reagdo falso-positiva. Em virtude desse achado,
resolveu-se realizar também o teste de quantificacdo da proteina com o
vermelho de pirogalol-molibdato, para confirmar que se tratava somente
de interferéncia do farmaco com o reagente contido na tira.
Contrariamente & expectativa, valores acima dos valores de referéncia
foram encontrados, sendo que a amostra, apds o término do tratamento
com ciprofloxacino, apresentou valores dentro do intervalo de
referéncia. Devido a esses resultados, optamos por quantificar a proteina
pelo método do vermelho de pirogalol-molibdato em todas as amostras
coletadas, bem como avaliar a potencial interferéncia na metodologia
com vermelho de pirogalol-molibdato dos farmacos por nds
identificados como interferentes na metodologia da tira reagente.

Os resultados para os testes de interferéncia estdo apresentados
na Tabela 5. Todos os farmacos avaliados que tiveram interferéncia na
tira reagente Multistix® 10 SG interferiram também na metodologia
com vermelho de pirogalol-molibdato.
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Tabela 5. Proteina urinéria determinada com o ensaio de vermelho de pirogalol-
molibdato (VPM).

Amostras de urina Concentragdo Proteina urinéria (mg/dL)
do fa&rmaco na determinada pelo ensaio com VPM
urina (Valores de referéncia: 0-11.9)
(mg/dL)
Urina controle 5,34 + 0,207

(sem farmaco)

Quinolonas
Ciprofloxacino 350 (ST) 51,06 + 0,594°
(cloridrato) 35 (T) 8,50 +0,187"
3,5(sT) 5,32 + 0,109
Levofloxacino 350 (STc) 22,28 +1,064°
35 (Tc) 6,20 + 0,255
3,5 (sTc) 5,56 + 0,378
Norfloxacino 350 (STc) 9,08 +0,239"
35 (Tc) 5,82 + 0,164
3,5 (sTc) 5,52 + 0,130
Ofloxacino 350 (STc) 20,56 +0,321°
35 (Tc) 6,80 + 0,292"
3,5 (sTc) 5,44 + 0,055
Derivados da quinina
Cloroquina (difosfato) 280 (ST) 506,00 + 4,699"
28 (T) 45,12 +1,069"
2,8 (sT) 8,26 +0,279"
80 (ST) 166,50 + 1,142°
Hidroxicloroquina 8 (T) 19,46 + 0,297
(sulfato) 0,8 (sT) 6,46 + 0,114
140 (ST) 218,38 + 1,522
Quinina (sulfato) 14 (T) 16,40 + 0,674
1,4 (sT) 7,42 +0,311°

Os resultados do ensaio realizado com vermelho de pirogalol-molibdato s&o
expressos como média + DP de cinco ensaios em separado (CV<5%).  P<0,01; °
P<0,001, teste t de Student para amostras ndo pareadas. Comparagdo da urina
controle com amostras suplementadas com os farmacos.
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4.1.2.1) Interferéncia de farmacos quinol6nicos na metodologia
com VPM

As quinolonas apresentaram interferéncia nas concentracdes
STc e Tc, sendo observada para o ciprofloxacino a reacdo de
interferéncia de maior magnitude, praticamente um aumento de 10 vezes
na maior concentracao testada.

Todos os valores obtidos para farmacos quinolénicos nas
concentracOes terapéuticas testadas apresentaram-se dentro dos valores
de referéncia estabelecidos para a metodologia utilizada; porém, em
casos de valores limitrofes, isso poderia tornar-se preocupante.

Os Unicos relatos de interferéncia analitica por antibacterianos
quinolénicos encontrados na literatura foram sobre reagdes falso-
positivas na determinacgdo de opiaceos na urina (BADEN et al., 2001;
ZACHER e GIVONE, 2004). No presente estudo, o norfloxacino ndo
apresentou qualquer interferéncia com as tiras reagentes testadas. Na
metodologia com vermelho de pirogalol-molibdato, houve interferéncia
estatisticamente significativa nas concentracbes STc e Tc, porém sem
muita significancia clinica, uma vez que os valores obtidos estdo dentro
dos valores de referéncia, e também porque as suas proprias
concentracBes supraterapéutica e terapéutica estimadas (60 mg/dL e 6
mg/dL, respectivamente) sdo ainda menores que as do ciprofloxacino.

4.1.2.2) Interferéncia de farmacos derivados da quinina
(quinolinicos) na metodologia com VPM

Urinas contendo hidroxicloroquina apresentaram reacGes de
intensidade intermediaria nas concentragdes supra e terapéuticas (2+ e
1+, respectivamente). Em nosso estudo anterior (SILVA-COLOMBELI
e FALKENBERG, 2007), a cloroguina apresentou valores de 2+ a 3+ na
concentracdo supraterapéutica e 1+ na concentracdo terapéutica,
enquanto a quinina apresentou interferéncia somente na concentracdo
supraterapéutica estimada (2+). Resultados dessa magnitude em
pacientes poderiam levar os médicos a solicitar exames confirmatérios,
possivelmente com o reagente vermelho de pirogalol-molibdato, o que
torna o relato dessas interferéncias ainda mais relevantes, uma vez que
se podem observar interferéncia falso-positiva dos derivados da quinina
nessa metodologia, inclusive nas concentragfes subterapéuticas testadas.

Na concentracdo terapéutica estimada para a cloroquina, 0s
resultados apresentaram-se quatro vezes maiores que o limite superior
do intervalo de referéncia. A hidroxicloroguina e a quinina apresentaram



57

valores um pouco mais baixos, porém ainda superiores aos valores de
referéncia preconizados pelo método, apresentando, portanto,
interferéncias clinicamente relevantes.

A hidroxicloroquina € utilizada por um longo periodo,
usualmente meses (LACY et al., 2000-2001), o que aumenta 0 risco
potencial de interferéncia falso-positiva na analise de urina. Nenhum
relato de interferéncia analitica do sulfato de hidroxicloroquina foi
encontrado na literatura consultada até 0 momento, sendo possivelmente
este o primeiro relato sobre potenciais interferéncias analiticas deste
farmaco.

Interferéncias falso-positivas no ensaio com vermelho de
pirogalol-molibdato foram relatadas para antibidticos aminoglicosideos
utilizando Dade Behring Dimension RxL e Sigma (KOERBIN et al.,
2001; MARSHALL e WILLIAMS, 2003); porém, ndo foram
encontradas interferéncias utilizando Cobas Fara e Roche Integra 700
(KOERBIN et al., 2001). A magnitude da interferéncia no primeiro caso
parece depender da concentragdo de corante no reagente, bem como da
presenca de oxalato de s6dio ou dodecilsulfato de sédio (MARSHALL e
WILLIAMS, 2004). Na bula do reagente utilizado em nosso estudo, ndo
h& detalhes sobre a composi¢édo dos surfactantes.

Alguns antipsicoticos também interferem na metodologia com
vermelho de pirogalol-molibdato (WILLIAMS et al., 2003). Estudo
recente mostrou que a heparina também interfere no ensaio de proteina
no liquor, medida por meio do complexo vermelho de pirogalol-
molibdato (YANG et al., 2009).

4.1.3) Estabelecimento das menores concentracGes
interferentes

O farmaco captopril foi avaliado para o parametro cetonas,
apresentando concentracdes minimas interferentes de 5 mg/dL para
ambas as tiras (Multistix® 10SG e Combur® 10 Test M). A concentracdo
terapéutica estimada para o captopril na urina foi de 12,3 mg/dL.

Os farmacos cloridrato de ciprofloxacino, levofloxacino,
ofloxacino, difosfato de cloroquina, sulfato de quinina e sulfato de
hidroxicloroquina foram avaliados somente com a tira reagente
Multistix® 10SG, em que apresentaram interferéncias no parametro
proteina. Foram também testadas as menores concentracdes para todos 0s
farmacos interferentes na metodologia com vermelho de pirogalol-
molibdato. As menores concentracdes interferentes encontradas no
parametro proteina em ambas metodologias sdo apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6. Menores concentragOes interferentes dos farmacos avaliados para
proteina urindria, determinadas por meio da tira reagente Multistix® 10 SG e pela
metodologia com vermelho de pirogalol-molibdato (VPM), comparadas com as
respectivas concentracdes terapéuticas estimadas (todos os valores em mg/dL).

Farmacos Concentragdo minima Concentracédo
interferente terapéutica
estimada

Multistix® 10SG ~ VPM
Derivados quinol6nicos

Ciprofloxacino 200,0 10,0 35,0
(cloridrato)
Levofloxacino 250,0 15,0 45,0
Norfloxacino SI? 25,0 6,0
Ofloxacino 250,0 15,0 53,0

Derivados quinolinicos

Cloroquina (difosfato) 20,0 1,0 28,0

Hidroxicloroguina 3,0 0,5 8,0
(sulfato)

Quinina (sulfato) 35,0 0,5 14,0

4Sem interferéncia

Entre as quinolonas, o ciprofloxacino apresentou as menores
concentragcBes minimas interferentes em ambas as metodologias,
interferindo inclusive no método do vermelho de pirogalol-molibdato
(VPM) em uma concentragdo de 10 mg/dL, menor que a sua
concentracdo terapéutica estimada (35 mg/dL). De todas as quinolonas
testadas, o ciprofloxacino parece apresentar o maior potencial para
interferéncias falso-positivas, enquanto norfloxacino teria baixo
potencial de interferéncia, ja que s6 interferiu no VPM em
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concentragbes quatro vezes maior que a concentracdo terapéutica
estimada. Levofloxacino e ofloxacino, com base em suas concentracdes
terapéuticas estimadas (45 e 53 mg/dL, respectivamente), poderiam ser
considerados como tendo um potencial intermediario para interferéncias.

A variabilidade farmacocinética tem sido apontada como a maior
fonte de variagdo na resposta terapéutica. Um paradigma na farmacologia
é que a concentracdo do farmaco no local efetor é responsével tanto pelos
beneficios, quanto pelos efeitos adversos do farmaco. A dose aplicada é
somente indiretamente relacionada com a concentracéo (STEIMER et al.,
2001). Nenhum dado foi encontrado na literatura sobre as concentracdes
dos farmacos interferentes que seriam esperadas na urina de pacientes
fazendo uso de doses terapéuticas. Assim, as concentragdes testadas foram
estimadas. Todos os farmacos avaliados sdo excretados na urina, em
grande parte na forma inalterada, mas a taxa de excre¢do pode variar de
paciente para paciente, devido a condic@es individuais (idade, funcao renal
e hepética, interacBes entre farmacos e também alimentos, bem como
ingesta hidrica e intervalo entre as micgdes).

Para os fArmacos quinolinicos avaliados, a menor concentracdo
interferente foi muito pequena, especialmente no ensaio com vermelho
de pirogalol-molibdato, em que a menor concentragdo interferente foi
muito menor que a concentracdao terapéutica estimada, o que sugere
elevado potencial para interferéncias clinicamente significativas.
Entretanto, o nimero de pacientes que fazia uso destes farmacos nos
locais estudados era muito reduzido, de modo que a sua avaliagdo ndo
foi viavel neste trabalho (Tabela 6).

Ainda, como o tratamento com ciprofloxacino é de duracdo
relativamente curta, e o farmaco tem um tempo de meia-vida de 3 a 6
horas (KLASCO, 2011; LACY et al., 2000-2001), a falsa proteindria
pode ser facilmente reconhecida como tal. J& no caso da
hidroxicloroquina, que € utilizada por periodos mais longos e tem meia-
vida de eliminagdo muito maior, de 32 a 50 dias (KLASCO, 2011;
LACY et al., 2000-2001), a confirmagdo da falsa proteindria (devido a
interferéncia) seria mais dificil, uma vez que depois da suspensdo do
medicamento, altas concentragcBes do farmaco ainda poderiam ser
encontradas na urina por um longo tempo. Como a cloroquina e a
quinina tém um tempo de meia-vida mais curto (6 a 20 dias e até 26
horas, respectivamente) que a hidroxicloroquina, e considerando que o
tratamento com ambos antimalaricos dura apenas alguns dias
(KLASCO, 2011; LACY et al, 2000-2001), a suspeita de
proteindria/dano renal poderia ser mais facilmente descartada do que em
pacientes utilizando hidroxicloroguina.
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4.2) Avaliacéo analitica in vivo

4.2.1) Avaliacao da interferéncia do captopril

A avaliacdo da interferéncia do farmaco captopril foi realizada com
15 pacientes que finalizaram a coleta das trés amostras de urina. Devido a
grande dificuldade em encontrar pacientes que fazem uso somente de
captopril (dos 15, somente dois fizeram uso de monoterapia), optamos por
incluir também pacientes polimedicados atendidos no Hospital
Universitario. Dos 15 pacientes, quatro (C2, C6, C8 e C11) utilizavam
medicamentos para diabetes. Na Tabela 7, podem-se visualizar as
associagdes de medicamentos utilizadas, bem como o nimero de pacientes
fazendo uso das mesmas.

Para cada amostra de urina, foram analisadas cinco replicatas
com cada marca de tira reagente, sendo observada maior interferéncia
utilizando a tira reagente Multistix® 10 SG (Bayer). Com esta tira, dos
15 pacientes estudados, cinco ndo apresentaram alteracdo no parametro
cetona, em nenhuma das trés amostras coletadas (Tabela 8), quatro deles
apresentaram pelo menos uma falsa interferéncia, porém sem
significancia estatistica (Tabela 9), e seis apresentaram interferéncias
estatisticamente significativas em pelo menos umas das amostras
coletadas com esta tira (Tabela 10). Com a tira reagente Combur® 10
Test M (Roche), dos 15 pacientes estudados, apenas trés (C12, C14 e
C15) apresentaram falsa reacdo no parametro cetona, em uma das
amostras analisadas, porém ndo estatisticamente significante.
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Tabela 7. Associa¢cGes medicamentosas utilizadas por pacientes fazendo uso do
farmaco captopril que participaram do estudo.

Farmacos em associagdo NUmero de pacientes

Captopril (Monoterapia) 2

Captopril / AAS* / Glibenclamida / 1
Metformina

Captopril / AAS* / Metformina 1

Captopril / AAS* / Atenolol / Furosemida / 1

Insulina

Captopril / Acido flico / Sulfato ferroso / 1
Omeprazol

Captopril / HCTZ** 4

Captopril / HCTZ** / Atenolol / AAS* / 1

Sinvastatina / Omeprazol

Captopril / HCTZ** | Atenolol / AAS* / 1
Cilostazol / Fumarato de formoterol +
budesonida / Amitriptilina

Captopril / HCTZ** | Atenolol / AAS* / 1
Metformina / Sinvastatina
Captopril / HCTZ** / Sinvastatina / 1
Omeprazol
Captopril / Clonazepam 1

* Acido acetilsalicilico
** Hidroclorotiazida
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A andlise dos resultados de interferéncia nas tiras ndo permitiu
correlacionar inequivocamente a ocorréncia de falso-positivo com os
outros pardmetros em andlise. A priori, observou-se que todas as
interferéncias (estatisticamente significantes ou ndo) ocorreram com
doses di&rias de pelo menos 50 mg/dia, mas ndo foi observada
correlacdo linear entre frequéncia de interferéncia e dose diaria (Figura
4). Algumas tendéncias puderam ser observadas, como a maior
ocorréncia de interferéncia em pacientes com baixa ingesta hidrica e
com intervalo mais longo entre as micgdes.

35
A
25

. 7\ /
15 \\ /
" / \ /

25mg 50mg 75mg 100 125 175
mg mg mg

natira reagente
Multistix®10 SG

Percentual de amostras
falso-positivas para cetonas

Dose de captopril diaria

Figura 4. Frequéncia de reacdes falso-positivas para cetonas na tira reagente
Multistix® 10 SG, nos 15 pacientes avaliados no estudo, de acordo com a dose
diaria de captopril utilizada.
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Tabela 8. Pacientes em uso de captopril que ndo apresentaram reagdes falso-
positivas na avaliacdo semi-quantitativa de cetona: dose diéria de captopril,
concentracdo urindria e outros farmacos utilizados.

Paciente Dose Falso (+) na Concentragdo Farmacos
captopril determinagdo de total de utilizados
(mg/dia) cetonas em 5 tiras captopril na (além do

na urina captopril)
datade  Multistix®  Combur (mg/dL)**
cada 10 SG ® 10 Test
coleta M
Cl 25 ND ND ND -
25 ND ND ND
25 ND ND ND
c2 75 ND ND ND Acido
75 ND ND 0,18 £ 0,003 acetilsalicilico,
75 ND ND 0,21 £ 0,003 metformina
C3 25 ND ND 0,25 + 0,002 Hidroclorotiazida
25 ND ND 0,46 + 0,018
25 ND ND 0,36 + 0,039
C4 100 ND ND 0,43 £ 0,003 Hidroclorotiazida
100 ND ND 0,25 + 0,005
100 ND ND 0,29 £0,017
C5 75 ND ND 0,55+0,016  Hidroclorotiazida,
50 ND ND 0,34 £ 0,007 sinvastatina,
50 ND ND 0,26 £ 0,007 omeprazol

ND= Né&o detectado.
* Os ensaios com as tiras foram realizados com 5 repeti¢des. P<0,05, Mann Whitney.
** Resultados expressos como média £DP de 3 replicatas determinadas em CLAE.
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Tabela 9. Pacientes em uso de captopril, que apresentaram reacOes falso-
positivas sem significancia estatistica, na avaliacdo semi-quantitativa de cetona:
dose diéria de captopril, concentragdo urinéria e outros farmacos utilizados.

Paciente Dose Falso (+) na Concentragdo Farmacos
captopril determinacdo de total de utilizados
(mg/dia) cetonas em 5 tiras captopril na (além do

na urina captopril)
datade  Multistix®  Combur (mg/dL)**
cada 10 SG ® 10 Test
coleta M
C6 50 1de5 ND 0,51 £ 0,004 Acido
50 ND ND 0,23 +£0,016 acetilsalicilico,
50 ND ND 0,24 + 0,002 atenolol,
furosemida,
insulina
Cc7 75 ND ND 0,18 +0,004  Hidroclorotiazida
75 1deb ND 0,17 £ 0,001
75 ND ND 0,17+ 0,003
Ccs 150 2de5 ND 0,26 £0,014  Hidroclorotiazida,
150 ND ND 0,20 £ 0,007 atenolol, &cido
150 ND ND 0,28 £0,014 acetilsalicilico,
metformina,
sinvastatina
C9 75 lde5 ND 0,31 +0,010 Clonazepam
75 ND ND 0,32 +£0,010
75 ND ND 0,28 £0,013

ND= Nao detectado.

* Os ensaios com as tiras foram realizados com 5 repeti¢oes. P<0,05, Mann Whitney.
** Resultados expressos como média £DP de 3 replicatas determinadas em CLAE.
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Tabela 10. Pacientes em uso de captopril, que apresentaram reacGes falso-
positivas estatisticamente significativas, na avaliagdo semi-quantitativa de
cetona: dose diéria de captopril, concentracdo urinaria e outros farmacos

utilizados.
Paciente Dose Falso (+) na Concentragdo Farmacos
captopril determinacdo de total de utilizados
(mg/dia) cetonas em 5 tiras captopril na (além do
na urina captopril)
datade  Multistix® Combur® (mg/dL)**
cada 10 SG 10 Test
coleta M
C10 50 ND ND 0,15 + 0,002 -
75 5 de 5* ND 1,02 £ 0,006
75 ND ND 0,33+0,033
75 ND ND 0,18 + 0,003
Cc11 150 ND ND 0,58 + 0,061 Acido
150 4 de 5* ND 1,12+ 0,159 acetilsalicilico,
150 ND ND 0,40+ 0,054 glibenclamida,
metformina
C12 50 3 de 5* ND ND Acido fdlico,
75 5 de 5* 1deb5 ND sulfato ferroso,
75 5 de 5* ND ND omeprazol
C13 75 5 de 5* ND 0,37 £0,011 Hidroclorotiazida
75 lde5 ND 0,19 + 0,003
50 ND ND 0,23 + 0,006
Cl4 75 ND ND 0,37+£0,008 Hidroclorotiazida,
75 3deb5* ND 0,68 + 0,027 atenolol, acido
75 5 de 5* 1de5 0,75 + 0,020 acetilsalicilico,
sinvastatina,
omeprazol
Ci15 125 ND ND 0,42 £0,032  Hidroclorotiazida,
125 3deb5* ND 0,52 + 0,041 atenolol, acido
150 5 de 5* 2deb5 0,86 + 0,063 acetilsalicilico,
cilostazol,
amitriptilina,

fumarato de
formoterol +
budesonida

ND= Né&o detectado.
* Os ensaios com as tiras foram realizados com 5 repeti¢des. P<0,05, Mann Whitney.
** Resultados expressos como média £DP de 3 replicatas determinadas em CLAE.
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Na tentativa de melhor compreender as variaveis intra e
interpacientes, decidiu-se realizar a quantificacdo do captopril nas
amostras de pacientes, 0 que, em principio, ndo estava previsto neste
trabalho.

O método de Kusmierek e Bald (2007) precisou ser adaptado, ja
que, no tempo de retencdo correspondente ao captopril, havia
sobreposi¢do com outros componentes, de modo que o pico do captopril
ndo apresentava resolugdo adequada para permitir a quantificagdo com
boa precisdo e exatiddo. Uma vez otimizado, o método adaptado foi
validado e, durante esse periodo de tempo, as amostras de urina
permaneceram congeladas a -20 °C, algumas por até um ano. Os
resultados da validagdo da metodologia adaptada estdo no apéndice G.

De acordo com a literatura, em estudo realizado com a cisteina
(KUSMIEREK et al., 2008), ap6s 3 meses de congelamento, a
concentracéo de tiol na forma livre diminui em mais de 90%, de modo
que o método proposto na literatura para quantificagdo de captopril
(KUSMIEREK e BALD, 2007) incluia uma etapa de redugdo das
ligagbes S-S com TCEP, e posterior reacdo com CMQT, usado como
agente de derivatizagdo. Sem a etapa de redugdo, esse método poderia
ser usado apenas para determinacdo do captopril reduzido, em que o
grupamento sulfidrila livre reage diretamente com o nitroprusseto de
sodio, reagente utilizado na tira para determinacgéo de cetonas (CSAKO
e ELIN, 1996).

Assim, foi possivel quantificar o que chamamos de “captopril
total”, correspondente a soma de captopril que permaneceu na forma de
tiol (R-SH) e do captopril que foi oxidado (R-S-S-R), antes ou depois do
congelamento da amostra. Levando-se em conta que esta etapa ndo estava
prevista no inicio do trabalho e que as amostras ficaram congeladas por
mais do que trés meses, estando praticamente todo o captopril na forma
oxidada, foi necessario realizar a etapa de redugdo para garantir a
determinacdo de todo captopril da amostra. Portanto, pode ser que o valor
determinado tenha um percentual varidvel de captopril na forma livre,
variando de acordo com o metabolismo de cada paciente.

4.2.1.1) Alterag0es estatisticamente significativas observadas no
parametro cetona utilizando a tira Multistix® 10 SG (Bayer)

Detalhes dos pacientes em que as interferéncias observadas nao
foram estatisticamente significativas estdo no apéndice H.

O paciente C10 era um dos dois pacientes que fazia uso
unicamente do farmaco captopril. Ele comecou a coleta de amostras no
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dia em que foi atendido no ambulatério do Hospital Universitario,
fazendo uso de 50 mg diarios do farmaco, mas, por prescricdo médica,
passou, a partir de entdo, a fazer uso de 75 mg/dia. Foi observada uma
falsa reacdo no pardmetro cetona na segunda amostra coletada (Tabela
10), justamente apds a mudanca na dose diaria de captopril. Por este
motivo, foi solicitada mais uma amostra, totalizando quatro amostras,
com o objetivo de verificar se a interferéncia persistiria, o que, no
entanto ndo foi observado. Analisando a tabela 11, pode-se observar que
houve aumento na ingesta hidrica nas coletas posteriores a da reagdo
falso-positiva e diminuicdo no intervalo entre a tomada do captopril e a
coleta. Postula-se que um aumento na dosagem do medicamento tenha
ocasionado um pico de concentracdo sérica do farmaco, levando ao
aumento da concentracdo do mesmo na urina, produzindo a interferéncia
observada. A hip6tese levantada para explicar as interferéncias nas tiras
foi de que teria sido atingido um platd de concentracdo sérica a época
das coletas seguintes, associado a uma maior ingesta hidrica por ocasido
das mesmas, 0 que poderia explicar a ndo manifestagéo da interferéncia
nas amostras 3 e 4. Os resultados da quantificacdo do captopril parecem
confirmar essa hip6tese. Foi observado aumento na excre¢do do fa&rmaco
na amostra 2, sendo que nesta coleta houve, além de um maior intervalo
entre as micgdes, também a menor ingesta hidrica em relagdo as outras
amostras coletadas quando o paciente tomava 75 mg de captopril por
dia.

Tabela 11. Variaveis observadas nas quatro coletas de urina realizadas no
paciente C10.

Amostras: 1 2 3 4
Captopril na urina (mg/dL) 0,15+ 1,02 + 0,33+ 0,18 +
0,002 0,006 0,033 0,003
Intervalo entre micgdes (h) 2:15 3:00 2:00 2:30
Tempo de jejum (h) 4:00 6:00 4:00 10:00
Ingesta  hidrica  diaria 2 3 5 5
(copos de agua)
Intervalo entre a ingesta do 9:15 5:00 4:00 1:30

captopril e coleta da urina

O paciente C11 fazia uso de 150 mg/dia de captopril, associado
com 4cido acetilsalicilico, glibenclamida e metformina. Apresentou na
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segunda amostra coletada uma reacdo falso-positiva (vestigios)
estatisticamente significativa para cetonas (Tabela 10). Das variaveis
avaliadas pOde-se observar (Tabela 12) que o intervalo entre as miccBes
era curto, uma vez que o paciente é diabético e sofre de polacidria
(emissdo frequente e em pequena quantidade de urina), ndo conseguindo
ficar muito tempo com a urina na bexiga. Foi justamente no maior
intervalo entre as mic¢bes que houve o aparecimento da falsa reacéo,
onde a urina provavelmente estaria mais concentrada. O intervalo entre
a ingesta do farmaco e a coleta da amostra de urina também foi menor
na segunda amostra do que nas demais. Quando foi realizada a
quantificacdo do fa&rmaco nas amostras de urina, pdde-se observar que
realmente a amostra 2 foi a que apresentou concentragcdo mais elevada
de captopril.

Tabela 12. Variaveis observadas nas trés coletas de urina realizadas no
paciente C11.

Amostras: 1 2 3
Captopril na urina (mg/dL) 058+0,061 1,12+0,159 0,40 £ 0,054
Intervalo entre micges (h) 1:35 2:30 1:00
Tempo de jejum (h) 5:00 3:00 3:00
Ingesta hidrica diaria (copos nenhum 1 1

de &gua)

Intervalo entre a ingesta do 5:35 3:00 3:30

captopril e coleta da urina

A paciente C12 apresentou resultados falso-positivos para
cetonas nas trés coletas de amostra de urina. Na primeira coleta, ela
fazia uso de 50 mg/dia de captopril associado com outros farmacos
(&cido fdlico, sulfato ferroso e omeprazol). Observou-se que, das cinco
replicatas, trés apresentaram a falsa reagdo. Nas demais coletas, a dose
de captopril foi aumentada para 75 mg/dia (3 comprimidos de 25 mg, 3
vezes ao dia). Nota-se que, com o aumento da dose, a falsa reacéo foi
observada nas cinco replicatas, nas amostras 2 e 3 (Tabela 10). E
interessante ressaltar que, na segunda amostra de urina coletada, houve
também uma reacdo falso-positiva em uma das cinco replicatas
realizadas com a tira Combur® 10 Test M (Roche), porém sem
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significAncia estatistica, pois somente uma das cinco replicatas
apresentou a falsa reagdo (positivo 1+). O intervalo entre as micgoes
variou de uma amostra para outra (Tabela 13), bem como o tempo de
jejum, ndo influenciando de forma perceptivel a manifestacdo da
interferéncia. Mas, em todos os casos o intervalo entre a ingesta do
captopril e a coleta de urina ultrapassou 6 horas e a ingesta hidrica ndo
passou de 2 copos de agua.

Apesar de todas as interferéncias falso-positivas observadas nas
fitas de urina para esta paciente, quando o captopril foi quantificado nas
amostras por CLAE ndo houve deteccdo de pico referente ao farmaco,
sendo que o limite de deteccdo e quantificacdo na metodologia aplicada
foi de 0,03 mg/dL e 0,09 mg/dL, respectivamente (apéndice G). A
paciente C12 é do género feminino e estaria com anemia, a julgar pelo
uso de sulfato ferroso. Este farmaco sofre interagdo farmacocinética com
0 omeprazol (KLASCO, 2011), também utilizado por esta paciente. Foi
postulado que a presenca de ferro excretado na urina, na forma de ion
Fe*?, poderia ser a0 menos parcialmente responsavel pela interferéncia
observada na determinagdo de cetonas pelas tiras reativas. Para testar
esta hipotese, avaliou-se o potencial de interferéncia in vitro do sulfato
ferroso, com base na metodologia ja utilizada anteriormente, mas
nenhuma interferéncia foi verificada em concentragfes estimadas como
supraterapéutica e terapéutica.

Tabela 13. Variaveis observadas nas trés coletas de urina realizadas no
paciente C12.

Amostras: 1 2 3
Captopril na urina (mg/dL) ND* ND* ND*
Intervalo entre micgdes (h) 4:00 6:40 1:50
Tempo de jejum (h) 6:00 2:40 1:20
Ingesta hidrica didria (copos 2 1 2
de agua)

Intervalo entre a ingesta do 9:00 7:10 6:05

captopril e coleta da urina

A paciente C13 fez uso de captopril (75 mg/dia) associado com
hidroclorotiazida. Na primeira amostra coletada, foi observada reagdo
falso-positiva estatisticamente significativa no parametro cetona, nas
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cinco replicatas realizadas (Tabela 10). Na segunda coleta, somente em
uma das cinco replicatas observamos falsa reacdo para cetona, ndo
sendo estatisticamente significativa, apesar da dose de captopril ser a
mesma. Nota-se (Tabela 14) que o intervalo entre a tomada do
medicamento e a coleta da segunda amostra de urina ultrapassou 12 h
(15:20 h), pois a paciente era de uma cidade vizinha e viajou muito cedo
para chegar na consulta em Floriandpolis, esquecendo de tomar o
medicamento na hora correta, podendo entdo a supressdo de uma dose
ter ocasionado a diminuigdo da interferéncia. Na terceira coleta, a
paciente relatou que a pressdo “estava boa”; por isso havia diminuido,
por conta propria, a dose diaria de captopril para 50 mg/dia (2
comprimidos/dia), ndo sendo detectada interferéncia nessa dose.
Analisando a concentragdo determinada de captopril nas amostras,
observa-se uma maior quantidade de farmaco excretada na primeira, o
que condiz com os resultados de interferéncia observados na tira e com
os relatos da paciente quanto a supressdo de uma dose antes da segunda
coleta e reducdo por conta propria da dose por ocasido da segunda
coleta. A concentra¢do na terceira amostra foi um pouco maior que na
segunda, apesar da dose oral ter sido menor. Possivelmente, na segunda
amostra, 0 maior intervalo entre a ingesta do captopril e a coleta, bem
como a maior ingesta hidrica, em relacdo a terceira amostra, podem ter
contribuido para a diferenca de concentracéo observada.

Tabela 14. Variaveis observadas nas trés coletas de urina realizadas no
paciente C13.

Amostras: 1 2 3

Captopril na urina (mg/dL) 0,37 £ 0,011 0,19+ 0,003 0,23 £0,006

Intervalo entre micgdes (h) 5:00 4:20 5:50
Tempo de jejum (h) 4:30 4:20 2:30
Ingesta hidrica diaria (copos 1 1 Nenhum
de agua)
Intervalo entre a ingesta do 8:00 15:20 9:20
captopril e coleta da urina com
supresséao de
dose

O paciente C14 fez uso de 75 mg/dia de captopril, associado
com hidroclorotiazida, acido acetilsalicilico, sinvastatina e omeprazol. A
dose diaria de captopril utilizada era de 75 mg/dia. Foram observadas
interferéncias estatisticamente significativas no parametro cetona na
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segunda e terceira coletas de urina (Tabela 10). Na segunda coleta, das 5
repeticdes, trés apresentaram vestigios de cetona falsamente positivos.
Na terceira coleta, as 5 repeticbes apresentaram interferéncia, sendo
duas vestigios e trés na intensidade de positivo 1+. Analisando as
varidveis (Tabela 15), observamos que, nas duas amostras que
apresentaram interferéncia, o intervalo entre a tomada do fa&rmaco e a
coleta da amostra foi menor (3:10 h) quando comparadas a primeira
amostra coletada (7 h). Contrariamente a tendéncia que se observou em
outros pacientes, antes da coleta de amostra que apresentou interferéncia
com maior significAncia, a ingesta hidrica foi maior, porém a
concentracdo excretada de captopril nas amostras de urina foi
condizente com o namero de vezes em que foram observadas
interferéncias.

Tabela 15. Variaveis observadas nas trés coletas de urina realizadas no
paciente C14.

Amostras: 1 2 3
Captopril na urina (mg/dL) 0,37+0,008 0,68+0,027 0,75+0,020
Intervalo entre micgdes (h) 3:30 3:35 2:40
Tempo de jejum (h) 4:30 4:30 3:10
Ingesta hidrica diaria (copos de 3 3 4
agua)

Intervalo entre a ingesta do 7:00 3:10 3:10

captopril e coleta da urina

O paciente C15 fazia uso de 125 mg/dia de captopril durante as
duas primeiras coletas de amostra. Na terceira coleta, informou que
passou a tomar um comprimido a mais, quatro dias antes, por orientacao
médica, chegando a uma dose diaria de 150 mg. Foram observadas
reacOes falso-positivas para cetonas estatisticamente significativas na
segunda amostra de urina, em que, das cinco repeticles, trés
apresentaram a falsa reagdo (Tabela 10). Na terceira amostra coletada,
apds aumento da dose diaria, foi observada falsa reacdo para cetonas nas
5 repeticOes realizadas, o que estad de acordo com as concentragdes do
farmaco nas amostras de urina (Tabela 16).
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Tabela 16. Variaveis observadas nas trés coletas de urina realizadas no
paciente C15.

Amostras: 1 2 3
Captopril na urina (mg/dL) 0,42+0,032 0,52+0,041 0,860,063
Intervalo entre micgdes (h) 2:45 2:05 2:15
Tempo de jejum (h) 6:00 3:00 3:30
Ingesta hidrica diéria (copos de 1 1 2
4gua)

Intervalo entre a ingesta do 5:30 2:25 3:00

captopril e coleta da urina

A determinacdo urinria de cetonas é importante no
monitoramento de pacientes diabéticos. A presenca de cetonas pode
indicar uma cetoacidose iminente ou estabelecida, condi¢do que requer
atengdo médica imediata. Recomenda-se que todas as pessoas com
diabetes realizem o teste para cetonas na urina durante a doenca aguda
ou estresse, quando niveis de glicose estiverem >300 mg/dL (16,7
mmol/L), durante a gravidez ou quando sintomas de cetoacidose, como
nauseas, vomitos ou dor abdominal, estiverem presentes (GOLDSTEIN
et al., 2004). Neste estudo, apenas quatro dos pacientes em uso de
captopril eram diabéticos, mas especialmente em idosos ndo é incomum
que a hipertensdo esteja associado o diabetes.

A determinacdo de cetonas na urina utiliza o nitroprusseto de
sodio, baseado em sua reacdo em meio alcalino com &cido acetoacético
e, em menor intensidade, com a acetona, sendo denominado teste de
Legal. Esse teste ndo é especifico para corpos cetdnicos, e algumas
substancias enddgenas (fenilcetonas) e farmacos sdo conhecidos por
causar interferéncias. Farmacos que contenham um ou mais grupos
sulfidrila (-SH ou tiol) livres, como por exemplo, captopril, mesna, N-
acetilcisteina, dimercaprol e penicilamina, reagem diretamente com o
nitroprusseto de sddio (CSAKO e ELIN, 1996). No caso especifico do
captopril, inclusive, esta reacdo é indicada como um dos testes para
identificacdo do farmaco (MOFFAT et al., 2004).

A interferéncia do captopril na determinacédo de cetona urinaria
ja foi relatada por diversos autores. Graham e Naidoo (1987) relatam
resultados falso-positivos do captopril no pardmetro cetona com a tira
Ames Keto-Diastix, em uma concentracdo de 2,5 mg/dL (0,12 mmol/L).
Também foram encontrados relatos de interferéncia em amostras
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contendo 2 mmol/L de captopril, produzindo uma cor vermelho-purpura
em tiras Chemstrip (Boehringer Mannheim), interferéncia que é
eliminada em 3 minutos com a adi¢do de solucdo de 5% de iodoacetato.
Porém, segundo os mesmos autores, esse reagente ndo funciona bem
com tiras Multistix® (POON e HINBERG, 1990). As concentragdes
interferentes relatadas pelos autores correspondem a 2,5 mg/dL, com a
tira Ames Keto-Diastix®, e 41,7 mg/dL, com a tira Chemstrip®. Em
nosso estudo in vitro encontramos para o captopril concentragdes
minimas interferentes de 5 mg/dL para as duas tiras Multistix® 10 SG
(Bayer) e Combur® 10 Test M (Roche), sendo intermediarias em
relagio aos valores relatados, mas superiores aos valores de
concentracBes determinados nas urinas de pacientes. Este fato sugere
gue outros fatores, como metabdlitos de outros farmacos utilizados,
possam estar envolvidos nas interferéncias detectadas nas tiras
reagentes.

Em relacdo as associagbes encontradas no estudo, somente
foram encontrados relatos de interagBes farmacoldgicas do captopril
com &cido acetisalicilico, hidroclorotiazida e furosemida (KLASCO,
2011), porém nenhuma interacdo farmacocinética que resulte em
aumento da excrecdo urinaria de captopril na forma inalterada.

Segundo Young (2000), o &cido acetilsalicilico pode causar
uma diminuicdo fisioldgica de cetonas em pacientes diabéticos, bem
como aumento analitico no teste de Gerhardt’s (teste para determinagao
de acido acetoacético, utilizando cloreto férrico). Dos 15 pacientes
estudados, seis utilizavam também &cido acetilsalicilico, sendo que, em
trés deles, observou-se interferéncia falso-positiva estatisticamente
significativa para cetonas. Porém ndo foram encontrados relatos de sua
interferéncia na metodologia com nitroprusseto de sédio. Para os demais
farmacos usados pelos pacientes, também ndo sdo relatadas
interferéncias no parametro cetona (YOUNG, 2000).

Foram observadas interferéncias estatisticamente significativas
apenas em pacientes utilizando doses iguais ou superiores a 50 mg/dia
de captopril, mas a interferéncia observada ndo foi necessariamente
proporcional a dose, tanto que o paciente C8, que ingeria 150 mg/dia,
ndo apresentou interferéncia estatisticamente significativa. Apesar disso,
para um mesmo paciente em que houve variacdo de dose ao longo do
acompanhamento, observou-se que interferéncias foram mais
pronunciadas em doses mais altas (C10, C12, C13 e C15).

Em relacdo a concentracdo do captopril detectada nas urinas dos
pacientes por CLAE, ndo foi observada, entre pacientes, relacdo da dose
ingerida do farmaco com a excrecdo urindria na forma inalterada.
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Entretanto, em um mesmo paciente, pdde-se observar que, ao aumento da
dose diaria, correspondeu aumento da concentragdo urinaria do farmaco
(Tabelas 8 e 10). Em amostras de pacientes deste estudo, a menor
concentracdo de captopril que apresentou interferéncia estatisticamente
significativa em cetonas pela tira reagente foi 0,37 mg/dL (paciente C13).
Entretanto, na paciente C12, que também apresentou interferéncia nas 3
amostras, o captopril ndo foi detectado. Além disso, em alguns pacientes a
quantidade de captopril quantificada nas amostras foi superior a 0,37
mg/dL, ndo sendo, no entanto, detectadas interferéncias na tira reagente de
urina. Entre os cinco pacientes para os quais foram observadas
interferéncias estatisticamente significativas (C10 a C15), observou-se que
as pacientes do género feminino (C12 e C13) apresentavam concentragGes
mais baixas de captopril do que os pacientes do género masculino, mas a
pequena amostra analisada ndo permite concluir a este respeito.

Vale lembrar que neste trabalho foi determinada a concentracéo
total de captopril, ndo apenas a forma livre (R-SH), que efetivamente
interfere na avaliacdo de cetonas. Talvez, por esse motivo, ndo tenha
sido possivel encontrar uma correlagdo dose/interferéncia entre os
pacientes, apenas para um mesmo paciente. Em principio, o percentual
de captopril excretado na forma oxidada é cerca de 2% (KRIPALANI et
al., 1980), mas pode haver variagdes entre pacientes. Outra possivel
explicagdo para a auséncia de uma relagdo inequivoca entre
concentracao do captopril na urina e a ocorréncia de interferéncia seria o
efeito adicional de outros metabolitos e/ou farmacos (que variaram de
paciente para paciente), sobre os quais ndo ha estudos de potencial de
interferéncia. Alguns casos de grande variagdo na excrecdo urinaria de
farmacos podem ser explicados pelo polimorfismo genético, originando
diferencas na absorgdo, metabolismo, distribuicdo e/ou excrecdo de
farmacos entre individuos (SHIN et al., 2009), mas ndo encontramos na
literatura qualquer estudo relatando variacdes farmacogenéticas
envolvendo o captopril.

Em relacdo a ingesta hidrica, nos pacientes que apresentaram
interferéncia estatisticamente significativa, a ingesta hidrica variou de
um a quatro copos/dia. Este pardmetro pareceu influenciar, mesmo em
pacientes em que a interferéncia ndo chegou a ser estatisticamente
significativa, como o paciente C8 (ver apéndice H), que apenas
apresentou interferéncia em amostra coletada apds um dia em que sua
ingesta hidrica direta foi nula (considerando apenas copos de agua).

Em relacéo ao intervalo de tempo entre a ingesta do captopril e
a coleta de urina, pode-se observar que, entre 0s pacientes que
apresentaram interferéncia estatisticamente significativa, este parametro
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variou de 2:25 h a 9:00 h. Este é um parametro cuja avaliacdo isolada
ndo fornece evidéncias conclusivas, mas em associacdo ao intervalo
entre as micgOes e a ingesta hidrica, é possivel delinear uma tendéncia
de que haveria um tempo minimo e um maximo, que podem variar de
paciente para paciente, em que a probabilidade de interferéncia seria
maior. Considerando que o captopril apresenta pico de concentraco
sérica de 30 a 90 minutos, e meia-vida de eliminacdo de 1,9 h
(KLASCO, 2011), pode-se esperar que a eliminacdo do farmaco
ingerido na Ultima dose se torne mais pronunciada apds cerca de duas
horas, mas a concentracdo final do fA&rmaco na urina vai depender dos
outros fatores ja mencionados.

4.2.2) Avaliacao da interferéncia do ciprofloxacino

A avaliagdo da interferéncia do farmaco ciprofloxacino foi
realizada com nove pacientes que finalizaram a coleta das duas amostras
de urina. Pela dificuldade em conseguir pacientes em monoterapia no
Hospital Universitario/UFSC, optou-se por submeter o projeto a Comissao
de Acompanhamentos dos Projetos de Pesquisa em Salde da Secretaria
Municipal de Salde, Prefeitura Municipal de Florianopolis. A partir de
entdo, pacientes atendidos no Centro de Salde da Trindade passaram a ser
convidados a participar da pesquisa assim que chegavam a farmécia para
buscar o medicamento. Ainda assim, dos nove pacientes que finalizaram
as duas coletas, somente trés deles usavam apenas ciprofloxacino no
momento da coleta. As demais associagdes sdo relacionadas na Tabela 17.

Pela menor duracdo do tratamento (em torno de sete dias), a
obtencdo de mais de uma amostra durante 0 mesmo mostrou-se inviavel.
Por isso e também devido ao menor nimero de pacientes, a avaliacdo da
possivel influéncia dos fatores ingesta hidrica, tempo de jejum e intervalo
entre a tomada do medicamento e a coleta da amostra ficou prejudicada,
ndo sendo possivel observar tendéncias mais evidentes.

Confirmando os resultados obtidos no estudo in vitro, todas as
amostras foram negativas para proteina, quando se utilizou a tira
reagente Combur® 10 Test M (Roche). Todas as amostras, positivas ou
negativas para proteina, foram submetidas ao teste de precipitacdo com
acido sulfossalicilico e também foram negativas, confirmando assim,
algumas reagdes falso-positivas observadas com a tira reagente
Multistix® 10 SG (Bayer). Essas interferéncias, bem como os resultados
obtidos na quantificacdo das proteinas pelo método utilizando o
vermelho de pirogalol-molibdato, sdo apresentadas na Tabela 14.
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Tabela 17. Associa¢cBes medicamentosas relatadas por pacientes em uso de
ciprofloxacino, dose utilizada do farmaco e género dos pacientes.

Associagoes Dose de Paciente Género
Ciprofloxacino
utilizada
(mg/dia)
Ciprofloxacino (Somente) 1000 P3 M
P4 eP5 F
Ciprofloxacino / Rosuvastatina 1000 P1 M
calcica
Ciprofloxacino / Losartana / 1000 P2 F

Hidroclorotiazida

Ciprofloxacino / 1000 P6 - P9 F
Anticoncepcional oral

Todos os pacientes que participaram do estudo faziam uso
diario de 1000 mg/dia de ciprofloxacino, divididos em um comprimido
de 500 mg, administrado duas vezes ao dia. Segundo a literatura
consultada  (KLASCO, 2011), nenhuma das associagdes
medicamentosas utilizadas poderia resultar em alteragbes na
farmacocinética do ciprofloxacino. Young (2000) ndo apresenta
qualquer relato de estudo de potencial interferéncia no parametro
proteina urinaria, para os farmacos associados ao ciprofloxacino.

O paciente P1 ndo apresentou qualquer alteragdo nos valores de
proteina com as tiras analisadas. O teste com &cido sulfossalicilico
confirmou a auséncia de proteina nas amostras. E interessante ressaltar a
elevada ingesta hidrica do paciente em ambas as coletas (Tabela 18).
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Tabela 18. Pacientes que utilizaram ciprofloxacino: resultados de proteina
urindria com a tira reagente Multistix® 10 SG (Bayer) e pelo método do
vermelho de pirogalol-molibdato (VPM) em amostras coletadas durante o
tratamento (a) e no minimo 4 dias ap6s o término do tratamento (b), e outros

dados em relacéo a coleta. Valores de referéncia com VPM: 0-11,9 mg/dL

Paciente Proteina Proteina Intervalo  Ingesta Intervalo
urinaria - urinaria entre hidrica entre a
Multistix®  (mg/dL) - VPM  micgles diaria ingesta do

10 SG (h) (copos de  farmacoe
(Bayer) agua) coleta da
urina (h)
P1 a) Negativo  a) NR a) 3:30 a)6 a) 4:45
b) Negativo  b) NR b) 2:50 b) 5
P2 a) Vestigios® @) 45,77 £0,640° ) 0:30 a)l a) 2:00
b) Negativo  b) 4,87 £ 0,058 b) 1:00 b) 3
P3 a) Negativo  a) 2,80 £0,100° a) 2:30 a) 4 a) 1:45
b) Negativo  b) 2,00 £ 0,200
b) 2:50 b) 2
P4 a) Negativo  a)18,63 + 0,551 ° a) 2:00 a)4 a) 7:15
b) Negativo  b) 9,60 + 0,656 b) 3:30 b) 2
P5 a) Negativo  a) 6,70 +0,208° a) 4:30 a) zero a) 11:00
b) Negativo  b) 1,60 + 0,068 b) 4:50 b) zero
P6 a) Negativo  a) 6,73 £ 0,251 a) 2:45 a)2 a) 4:45
b) Negativo  b) 6,23 £ 0,305 b) 2:00 b) 2
P7 a) Vestigios® a)31,73+0,551°  a) 2:40 a)2 a) 4:45
b) Negativo  b) 3,57 £ 0,252 b) 1:00 b) 4
P8 a) Negativo  a) 13,50+ 0,624°  a) 5:00 a)2 a) 4:45
b) Negativo  b) 10,5+ 0,115 b) 3:30 b) 3
P9 a) Negativo  a) 3,50 +0,153° a) 3:00 a) 10 a) 6:00
b) Negativo  b) 2,5+ 0,115 b) 1:40 b) 6

Todas as amostras foram avaliadas com a tira reagente Combur® 10 Test M e 4&cido
sulfossalicilico, com resultados negativos.
P<0,05, Wilcoxon, comparado com o respectivo controle.
4 P<0,001, ¢ P<0,05 Teste t de Student para amostras pareadas, comparado com o respectivo
controle (média de 3 determinacdes + DP).
NR= Exame ndo realizado.
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A paciente P2 fazia uso continuo de losartana e
hidroclorotiazida no momento das coletas. De 13 a 35% da losartana é
excretada na urina e somente 3 a 5% como farmaco inalterado. Ja a
hidroclorotiazida é excretada em grande parte na urina, na forma
inalterada (50-70%). Em nossos testes in vitro (item 4.1.1),
hidroclorotiazida ndo apresentou interferéncia falso-positiva na proteina
urinaria. A amostra coletada, quando em uso do ciprofloxacino,
apresentou vestigios para proteina com a tira reagente Multistix® 10 SG
e resultado negativo com a tira Combur® 10 Test M, sendo também
negativo no teste confirmatério com acido sulfossalicilico,
caracterizando uma reagdo falso-positiva na tira Multistix® 10 SG.

A partir  desse resultado, resolveu-se  determinar
quantitativamente a concentragdo de proteina na amostra, com o teste do
vermelho de pirogalol-molibdato. Como o resultado foi bastante
elevado, decidimos também avaliar in vitro a magnitude da interferéncia
do ciprofloxacino e outras quinolonas nesse teste e, uma vez confirmado
0 potencial de interferéncia, incluimos essa determinagdo em todos 0s
voluntérios que participaram do estudo in vivo com ciprofloxacino
(Tabela 5). No momento da segunda coleta do paciente P2 (sem uso de
ciprofloxacino), reagdes falso-positivas ndo mais foram observadas. Os
valores de proteina diminuiram quase 10 vezes comparados a primeira
amostra de urina (Tabela 18) e resultados negativos foram observados
com a tira reagente. Esses resultados foram publicados recentemente
(SILVA e FALKENBERG, 2011).

Os pacientes P3, P4 e P5 faziam uso somente de
ciprofloxacino. N@o foi observada interferéncia nas tiras reagentes em
nenhum dos pacientes na amostra coletada durante o uso do farmaco,
mas alteracdes estatisticamente significativas foram observadas entre as
amostras coletadas durante e ap6s o tratamento com o método vermelho
de pirogalol-molibdato, apesar de apenas uma delas ter extrapolado os
valores de referéncia preconizados para essa metodologia. Comparando
as variaveis observadas durante 0 momento da coleta entre os pacientes
(Tabela 18), observa-se que a paciente P5, apesar de ndo apresentar 0s
maiores valores para proteina, foi aquela que apresentou maior diferenca
entre as duas determinac8es (durante e ap6s o tratamento). Comparando
com os demais, era a que apresentava maior intervalo entre as micgoes e
era a que ndo havia ingerido sequer um copo de agua nos dias de coleta,
relatando que ndo tem o costume de tomar agua. Talvez por esses
motivos, a diferenca tenha sido maior quando comparado com 0s outros
pacientes que também utilizavam somente o ciprofloxacino.
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As pacientes P6, P7, P8 e P9 tinham em comum o uso de
anticoncepcional oral durante o tratamento com ciprofloxacino. Destas,
somente uma (P6) ndo apresentou diferenca significativa entre as
amostras coletadas durante e apdés o tratamento em qualquer
metodologia utilizada. Apesar da paciente P7 ter apresentado valores
acima dos de referéncia na metodologia do vermelho de pirogalol-
molibdato, dez vezes maiores na amostra coletada em uso de
ciprofloxacino, comparando com a coletada ap6s o tratamento, nao
foram observadas entre as varidveis (Tabela 18) algo que pudesse
justificar tal interferéncia, comparando-se com as outras pacientes que
faziam uso de algum anticoncepcional oral no momento da coleta. As
pacientes P8 e P9 apresentaram interferéncia falso-positiva
estatisticamente significativa somente na metodologia utilizando o
vermelho de pirogalol-molibdato. A paciente P9, que apresentou, entre
elas, os menores valores quantificados para proteina, tinha,
habitualmente, uma alta ingesta hidrica diéria.

Pode-se observar que, nos pacientes com valores mais elevados
de proteina pelo método do vermelho de pirogalol-molibdato (P2 e P7),
foram verificadas também interferéncias na tira reagente Multistix® 10
SG, 0 que parece estar de acordo com nossos resultados de menor
concentracao interferente para ambas as metodologias, ja que os valores
minimos para que ocorram tais interferéncias sdo bem mais elevados na
tira reagente.

A possibilidade de quantificar o ciprofloxacino na urina dos
pacientes, segundo a literatura, envolveria outras técnicas
(cromatografia eletrocinética, entre outros) e a necessidade de validacao
e parceria com laboratérios externos a UFSC, ndo sendo, portanto,
vidvel no &mbito desta tese de doutorado.

Estudos sobre a variabilidade biol6gica em amostras de urina
somente sdo encontrados em alguns analitos quantificados, tanto em
amostras de urina isoladas, quanto em amostras de urina de 24 horas
(GOWANS e FRASER, 1987; RICOS et al., 1994), nio sendo
encontrados dados sobre variabilidade bioldgica em tiras reagentes de
urina. Para proteina urinaria, somente foram encontrados estudos sobre
variabilidade biolégica com outra metodologia, que ndo a estudada.
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4.2.3) Estudo transversal da interferéncia de farmacos

nos parametros proteina ou cetonas

As amostras triadas no laboratério de analises clinicas do HU
que apresentaram reacdo positiva para proteinas ou cetonas foram
separadas para a realizacdo dos respectivos testes confirmatérios. Tanto
em amostras verdadeiro-positivas, quanto em falso-positivas, foram
analisados os dados nos prontuarios dos pacientes, com o intuito de
obter informagfes relacionadas aos medicamentos utilizados no
momento da coleta da amostra. Como mencionado anteriormente (ver
item 3.2.4), durante a triagem houve um problema mecéanico com o
leitor de tiras reagentes e durante o periodo de leitura visual foi
observada maior ocorréncia de resultados falso-positivos. Estas
observages levaram a um estudo de comparagéo entre a leitura visual e
automatizada das tiras reagentes de urina, o qual foi transformado em
um artigo e submetido recentemente. Como esse estudo ndo tinha
relacdo direta com os objetivos propostos para a tese de doutorado, seus
resultados ndo serdo apresentados aqui.

4.2.3.1) Interferéncias em cetonas

Cetose € quase sempre uma condigdo transitoria caracterizada
por niveis séricos elevados de corpos cetdnicos. As causas mais comuns
de cetose sdo fisioldgicas, em que niveis leves a moderados de corpos
cetdnicos estdo presentes em resposta ao jejum (especialmente durante a
infancia ou gravidez), exercicio fisico prolongado ou uma dieta
cetogénica (rica em gorduras). Cetose também pode ser causada por
processos patoldgicos, como diabetes, deficiéncia de cortisol e de
hormbnio do crescimento, ingestdo toxica de etanol ou salicilatos e
alguns raros erros inatos do metabolismo (LAFFEL, 1999).

No periodo avaliado, foram registradas 95 amostras de
pacientes que apresentaram reacao verdadeiro-positiva para cetonas com
a tira reagente Multistix® 10 SG (Bayer). Na analise dos prontuarios
(Tabela 19), 17 (17,9%) pacientes haviam sido atendidos na emergéncia
e ndo tinham prontuario fisico para analise, enquanto sete prontuarios
(7,4%) ndo foram encontrados, sendo um 6bito. Dos demais analisados,
em 36 (37,9%) ndo foram encontrados dados referentes a medicacdo
utilizada no momento da coleta, e, apenas em 35 deles (36,8%),
conseguiu-se obter os dados sobre a terapéutica.

No mesmo periodo foram registradas 135 amostras de pacientes
com resultados falso-positivos para cetonas, apds realizar-se testes
confirmatdrios. Destes, 27 pacientes (20,0%) haviam sido atendidos na
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emergéncia do hospital e ndo tinham prontuario fisico para andlise, 20
prontuérios (14,8%) ndo estavam disponiveis no momento da consulta,
sendo 3 o6bitos, e 88 foram efetivamente analisados, sendo que, em 42
deles (31,1%), a informacdo sobre a medicacdo utilizada ndo foi
encontrada e em apenas 46 prontuarios (34,1%), foi possivel avaliar os
farmacos utilizados no momento da coleta da amostra que apresentou a
interferéncia.

Diante dos obstaculos burocraticos a analise de prontuérios
(apenas 30 podiam ser retirados por semana), optou-se por ndo buscar
novamente prontudrios indisponiveis para ndo comprometer a coleta de
dados ao longo do periodo estabelecido.

Tabela 19. Nimero de amostras analisadas no pardmetro cetona e dados sobre
0s prontuarios analisados.

Resultados Total de  Pacientes  Prontuario Prontuario Prontuario

de cetonas amostras sem nao sem dados com dados
prontuario  disponivel de de

medicacdo  medicacao

VP> 95 17 (17,9%) 7 (7,4%) 36 (37,9%) 35 (36,8%)
Fp* 135 27(20%) 20 (14,8%) 42 (31,1%) 46 (34,1%)

* VP= Verdadeiro-positivo; FP= Falso-positivo

Das amostras em que foram obtidas informagdes sobre a
terapéutica utilizada, foi encontrado um percentual maior de pacientes
do género feminino, tanto em amostras falso-positivas, quanto naquelas
verdadeiro-positivas (67,4% e 68,6%, respectivamente).

Os pacientes foram classificados segundo as faixas etarias; 0-12
anos incompletos (crianga), 12-18 anos incompletos (adolescente), 18
anos em diante (adulto) e acima de 60 anos (idoso). Sendo assim, nos
resultados  verdadeiro-positivos, 11,4% eram criangas, 5,7%
adolescentes, 60,0% adultos e 22,9% idosos. Nos falso-positivos 4,3%
eram criangas, 6,6% adolescentes, 71,7% adultos e 17,4% idosos
(Figura 5).
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Faixa Etaria

B Cetona Falso-
positivo

Cetona Verdadeiro-
positivo

Figura 5. Distribuico, segundo a faixa etaria, dos pacientes com resultados
falso- e verdadeiro-positivos para cetonas com a tira reagente Multistix® 10 SG
(Bayer).

Nas amostras com resultados verdadeiro-positivos para
cetonas, observou-se que, dos 35 prontuarios analisados com medicacao,
11 tinham quadro clinico compativel (diabéticos). Os medicamentos que
apareceram com maior frequéncia foram: captopril (11,4%), cloridrato
de metoclopramida (28,6%), cloridrato de ranitidina (11,4%), dipirona
(22,8%), insulina (17,1%) e metformina (20,0%).

A literatura compilada por Young (2000) ndo cita qualquer
referéncia sobre potenciais interferéncias por estes farmacos, mas relata
0 aumento fisiolégico de cetonas na urina com o uso de insulina,
especialmente com reservas baixas de glicogénio hepético.

Nos 46 prontuarios analisados com resultados falso-positivos
para cetonas, foram registrados com mais frequéncia os seguintes
farmacos: captopril (15,2%), cloridrato de metoclopramida (39,1%),
dipirona (28,3%), dipirona e butilorometo de escopolamina (17,4%),
omeprazol (19,6%), paracetamol (10,9%), ranitidina (13%) e
sinvastatina (15,2%). A presenca de captopril em tantos prontuarios
parece estar de acordo com relatos existentes de interferéncia falso-
positiva em testes para cetonas que utilizavam o nitroprusseto de sédio
(CSAKO e ELIN, 1996; YOUNG, 2000; SILVA-COLOMBELI e
FALKENBERG, 2006). Relatos de diminuicdo e aumento fisioldgicos
de cetonas sdo encontrados na literatura (YOUNG, 2000) para 0 AAS,
mas a frequéncia deste nos prontuarios foi baixa (6,5%).
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Destes farmacos, o cloridrato de metoclopramida e ranitidina ja
foram avaliados in vitro e ndo foram observadas interferéncias analiticas
no parametro cetona (SILVA-COLOMBELI e FALKENBERG, 2006),
mas a possibilidade de interferéncia por metabdlitos ndo pode ser
descartada.

O teste do qui-quadrado possibilitou observar uma associagao
significativa entre 0 uso de insulina e testes verdadeiro-positivos,
corroborando os relatos reportados por Young (2000), conforme citado
anteriormente.

4.2.3.2) Interferéncias em proteinas

No periodo analisado, foram registradas 488 amostras de
pacientes que apresentaram reacdo positiva verdadeira para proteinas
com a tira reagente Multistix® 10 SG (Bayer). Analisando 0s
prontuérios (Tabela 20), 87 (17,8%) ndo foram localizados no momento
da procura (destes, 29 eram de pacientes que foram a 6bito), e 37 (7,6%)
pacientes foram atendidos pela emergéncia e ndo possuiam prontudrio
fisico para analise. Foram localizados 364 prontuarios. Em 144 destes
(29,5%), ndo foram encontrados dados referentes a medicacédo utilizada
no momento da coleta e apenas em 220 (45,1%) conseguiu-se obter esta
informagdo. No mesmo periodo de analise, foram encontradas 180
amostras de pacientes com resultados falso-positivos para proteina, apds
realizarmos testes confirmatorios. Destes, 17 pacientes (9,4%) haviam
sido atendidos na emergéncia do hospital e ndo tinham prontuério fisico
para analise, 22 prontuarios (12,2%) ndo estavam disponiveis no
momento da consulta, sendo que dois dos pacientes foram a 6bito. Um
total de 141 prontuarios foram localizados e analisados, sendo que 61
(33,9%) ndo continham dados sobre a medicacdo utilizada na data da
coleta e em 80 prontuarios (44,5%) conseguiu-se obter a lista de
farmacos utilizados no dia em que foi observada a interferéncia.
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Tabela 20. Nimero de amostras analisadas no parametro proteina e dados sobre
0s prontuarios analisados.

Resultados  Total de Pacientes  Prontuério Prontuario Prontuario

de amostras sem nao sem dados de  com dados
proteinas prontuario  disponivel medicacdo de

medicacéo

VP* 488 37 (7,6%) 87 (17,8%) 144 (29,5%) 220 (45,1%)

FP* 180 17 (9,4%) 22 (12,2%) 61 (33,9%) 80 (44,5%)

*V/P= Verdadeiro-positivo; FP= Falso-positivo

Tomando como base os prontuarios onde foi possivel obter
informagdes sobre os medicamentos utilizados, a classificagdo segundo
0 género dos pacientes ficou muito semelhante, tanto nas amostras falso-
positivas, quanto verdadeiro-positivas, com predominio do género
feminino em ambos os casos (63,7% e 63,2%, respectivamente).

Em relacdo & faixa etaria, foi observado o predominio de
adultos (Figura 6), sendo observados 6,2% de criancas, 1,3% de
adolescentes, 66,2% de adultos e 26,3% de idosos, nos casos de proteina
falso-positiva. Em amostras verdadeiro-positivas para proteina, foram
encontradas 5,5% de criangas, 2,7% de adolescentes, 62,3% de adultos e
29,5% de idosos.

80,00%
38’88%:5 B Proteina Falso-
20’!00950 positivo
0,00%
) Proteina
& Verdadeiro-
positivo

Figura 6. Distribuigdo, segundo a faixa etaria, dos pacientes com resultados
falso- e verdadeiro-positivos para proteinas com a tira reagente Multistix® 10
SG (Bayer).



85

4.2.3.2.1) Reacdo positiva verdadeira

Nos prontuarios dos pacientes com resultados verdadeiro-
positivos, os farmacos mais comumente encontrados estdo relacionados
na Tabela 21.

Young (2000) apresenta relatos de aumento fisiologico de
proteina na urina pelo uso dos farmacos captopril e enalapril, bem como
a furosemida, e estes trés apareceram em frequéncia maior que 15% no
presente estudo. Os pacientes em uso de insulina (15,4%) sdo todos
diabéticos e poder-se-ia supor que estivessem com um
comprometimento renal que levasse ao aparecimento de proteina na
urina.

Tabela 21. Relacdo dos farmacos encontrados com maior frequéncia nos
prontuarios de pacientes com resultados verdadeiro-positivos para proteina, com
0 uso da tira reagente Multistix® 10 SG (Bayer).

Farmaco Percentual encontrado nos 220
prontuarios analisados (%0)

Acido acetilsalicilico 17,3
Célcio 12,3
Captopril 20,4
Cloridrato de metoclopramida 19,0
Dipirona 22,3
Enalapril 16,8
Furosemida 20,0
Hidroclorotiazida 14,1
Insulina 154
Losartana 10,4
Metformina 114
Omeprazol 29,5
Prednisona 19,5

Sinvastatina 14,5
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Em um artigo publicado sobre farmacos que induzem a
nefrotoxicidade, Naughton (2008) cita que farmacos que alteram a
hemodindmica intraglomerular, com atividade anti-prostaglandinas (ex.:
anti-inflamatorios ndo esteroidais) ou aqueles com atividade anti-
angiotensina Il (ex.: inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina -
ECA), podem interferir na habilidade renal em autorregular a pressao
glomerular e diminuir a taxa de filtracdo glomerular.

Avaliando os resultados pelo teste do qui-quadrado, foi
observada associagdo significativa do 4&cido acetilsalicilico, célcio,
captopril, carvedilol, furosemida, hidroclorotiazida e losartana com
resultados verdadeiro-positivos para proteinas. Quando avaliado no
modelo de regressdo logistica, o Unico farmaco que se manteve com
significancia foi o acido acetilsalicilico. Segundo Young (2000), ha
relatos de aumento fisiolégico de proteinas na urina com 0 uso
prolongado de &cido acetilsalicilico, devido & nefrotoxicidade causada
pelo farmaco. Alguns autores afirmam que a ingestéo de salicilatos ndo
estaria associada com dano renal cronico, mas que o 4cido
acetilsalicilico pode causar mudangas na funcéo renal de pacientes por
supressdo aguda da sintese de prostaglandinas (PLOTZ e KIMBERLY,
1981; NANRA, 1983). Em estudo duplo-cego com 29 pacientes, 14
tomando placebo e 15 recebendo 4cido acetilsalicilico (300 mg, 3 vezes
ao dia, durante 7 dias), Lijnen e colaboradores (1984) ndo observaram
mudancas na funcdo renal dos pacientes tratados.

De acordo com dados clinicos disponiveis em alguns
prontuarios, pdde-se observar que alguns pacientes eram diabéticos,
hipertensos, apresentavam Insuficiéncia Renal Cronica (IRC),
Insuficiéncia Renal Aguda (IRA), ldpus eritematoso sistémico (LES),
nefrite e sindrome nefrética, situacdes que poderiam justificar o
aparecimento de proteina positiva na urina.

Esses sdo alguns achados que confirmam situacdes clinicas e
dados sobre farmacos que podem causar um efeito fisioldgico que venha
a acarretar no aparecimento de proteina positiva na urina de pacientes.

4.2.3.2.2) Reacdo falso-positiva

Do total de 180 pacientes com resultados falso-positivos para
proteina com a tira utilizada, 80 prontuarios foram encontrados com
dados referentes a medicacdo utilizada. Os farmacos mais
frequentemente encontrados estédo listados na Tabela 22.
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Tabela 22. Relagdo dos farmacos encontrados com maior frequéncia nos
prontuarios de pacientes com resultados falso-positivos para proteina, com o
uso da tira reagente Multistix® 10 SG (Bayer).

Farmaco Percentual encontrado nos 220
prontuarios analisados (%)

Acido fdlico 12,5
Captopril 10,0
Cloridrato de metoclopramida 30,0
Dipirona 23,7
Enalapril 13,7
Omeprazol 23,7
Paracetamol 10,0
Prednisona 17,5
Ranitidina 10,0
Sinvastatina 11,2
Tramadol 10,0

Em trabalho anterior, foram avaliados os farmacos captopril nas
concentragBes de 123 mg/dL, 12,3 mg/dL e 1,23 mg/dL, cloridrato de
metoclopramida (45,7 mg/dL, 4,57 mg/dL e 0,457 mg/dL) e ranitidina
(70 mg/dL, 7,0 mg/dL e 0,7 mg/dL), e ndo foram observadas
interferéncias analiticas no parametro proteina (SILVA-COLOMBELI e
FALKENBERG, 2007). A metoclopramida estimula a motilidade
gastrica (antagonista do receptor D, da dopamina) e acelera o
esvaziamento do conte(ido gastrico, podendo eventualmente acelerar e
aumentar a taxa de absorcdo de outros farmacos (RAO e CAMILLERI,
2010).

O farmaco enalapril foi avaliado nas concentracdes de 10,0
mg/dL, 1,0 mg/dL e 0,1 mg/dL (Tabela 2) no mesmo trabalho, e
também ndo apresentou interferéncias analiticas in vitro neste
parametro.

Young (2000) relata aumento analitico do acido acetilsalicilico
na proteina urinaria, com o uso do método de Fiolin Ciocalteau, sem
qualquer relato de interferéncia em tiras reagentes. Este farmaco foi
registrado em apenas dois (3,7%) dos prontudrios analisados. A
ranitidina também ¢é citada pelo mesmo autor como possivel interferente
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analitico (bula do Zantac®) em tiras Multistix, relato conflitante com
nossos achados em estudo anterior. O farmaco foi avaliado nas
concentragBes de 70 mg/dL, 7 mg/dL e 0,7 mg/dL e ndo apresentou
interferéncia (SILVA-COLOMBELI e FALKENBERG, 2007), de modo
que talvez a interferéncia possa estar relacionada a metabdlitos.

Com o teste de qui-quadrado, foram observadas associaces
com resultados falso-positivos para proteina com o uso dos seguintes
farmacos: cloridrato de metoclopramida, diazepam, dipirona +
butilbrometo de escopolamina, heparina e sulbactam sodico.

O diazepam é um farmaco intensamente metabolizado e que
sofre circulagdo enteroepética, sendo usado em baixa dosagem e
excretado na urina na forma inalterada, em baixa concentracéo,
dificultando o estudo de potenciais interferéncias in vitro. A mesma
problemética é encontrada no caso da heparina, polimero excretado em
pequenas quantidades na urina.

Por fim, dos farmacos que apresentaram interferéncia analitica
para proteina na tira analisada, em 3,7% dos prontuarios foram
encontrados pacientes em uso de ciprofloxacino e o0 mesmo percentual,
de hidroxicloroquina.

Vargas e colaboradores (2006) analisaram a concordancia entre
as informagcdes publicadas sobre provaveis interferéncias de
medicamentos com resultados de analises clinicas, com foco nos 50
medicamentos mais prescritos no servico de atencdo primaria de um
hospital em Barcelona, nos anos 2002 e 2003. Anti-inflamat6rios néo
esteroidais foi o grupo terapéutico com maior nimero de interferéncias
tedricas. As interferéncias mais frequentes corresponderam ao aumento
de transaminases, trombocitopenia, leucopenia, hiperglicemia e
hiperuricemia, mas o trabalho contemplou também as interferéncias
ditas fisioldgicas e ndo encontrou interferéncias na determinacdo de
proteindria.

4.3) Testes complementares

Novos testes de interferéncia analitica in vitro foram realizados,
com base na metodologia descrita anteriormente (item 3.1), com
farmacos que apareceram com maior frequéncia no estudo transversal e
também no estudo in vivo. Os farmacos avaliados e as respectivas
concentragbes de teste estdo relacionados tabela 23. Nao foram
observadas interferéncias analiticas com nenhuma das tiras analisadas.



89

Tabela 23. Farmacos selecionados e respectivas concentracfes de teste, para
avaliar potencial interferéncia em tiras reagentes para urinalise.

Farmacos Concentragao Proteina urinéria
do farmaco na
urina Multistix® 10  Combur® 10
(mg/dL) SG Test M
Dipirona 26,0 (ST) ) )
2,6 (T) ©) )
0,26 (sT) ©) ¢)
Hidroclorotiazida 150,0(ST) ) “)
15,0 (T) ¢) ¢)
15(sT) ©) ¢)
Omeprazol 1,0(ST) ©) Q]
0,1(T) ©) ¢)
0,01 (sT) ©) )
Sulfato ferroso 40,0 (ST) ) ()
4,0 (T) ©) ¢)
0,4 (sT) ) )

ST= Concentragdo Supraterapéutica, T= Concentragdo Terapéutica, sST=
Concentragdo subterapéutica.

4.4) Consideracg0es finais

Pdde-se observar uma inter-relacéo entre os estudos in vitro e in
vivo. Foi a partir da percepcdo, no estudo in vivo, da interferéncia do
ciprofloxacino na tira reagente (ndo confirmada pelo 4cido
sulfossalicilico), que se decidiu fazer o teste de quantificacdo de
proteina pelo vermelho de pirogalol-molibdato, levando a descoberta da
interferéncia também de outros farmacos quinol6nicos e quinolinicos.

A semelhanca estrutural entre estes compostos interferentes tanto na
fita quanto no vermelho de pirogalol-molibdato levou a curiosidade em
termos de possivel relacdo Estrutura-atividade, sendo buscada parceria
(professor Eduardo Borges de Melo — Universidade Estadual do Oeste
do Parand) para avaliaces de caracteristicas moleculares, através de
estudo de relagdo estrutura-atividade quantitativa (QSAR), que ndo
foram incluidos na tese, mas estdo em andamento.



90



91

5) CONCLUSOES
5.1) Dos estudos in vitro:

e A maioria dos farmacos testados nao apresentou interferéncia
para proteina urinaria quando se utilizou a tira Combur® 10
Test M;

e Farmacos quinolénicos (ciprofloxacino, levofloxacino,
norfloxacino e ofloxacino) e quinolinicos (difosfato de
cloroquina, sulfato de hidroxicloroquina e sulfato de
quinina), testados neste estudo apresentaram interferéncia
analitica para proteina urinaria pelo método do vermelho de
pirogalol-molibdato, em concentrages inferiores as
interferentes na tira;

o No método do vermelho de pirogalol, farmacos quinolinicos
apresentaram interferéncia em concentracdes inferiores a
concentracao terapéutica estimada, com valores bem abaixo
dos observados para farmacos quinol6nicos;

e O potencial significado clinico das interferéncias detectadas é
ainda maior por ocorrer também no teste do vermelho de
pirogalol, que é usado para confirmagéo;

5.2) Dos estudos in vivo:

e Dos 15 pacientes em uso de captopril, em seis foi observada
a ocorréncia de interferéncia falso-positiva estatisticamente
significativa com o uso da tira Multistix® 10 SG e somente
trés pacientes apresentaram interferéncia com a tira
Combur® 10 Test M (Roche), porém nenhum com
significancia estatistica;

e Pacientes que apresentaram interferéncias estatisticamente
significativas utilizavam doses iguais ou superiores a 50
mg/dia de captopril, porém a interferéncia observada ndo foi
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necessariamente proporcional a dose; porém, para um mesmo
paciente, amostras com interferéncia falso-positiva na tira
reagente apresentavam concentragfes urinarias mais elevadas
de captopril que amostras sem interferéncia;

No estudo in vivo com nove pacientes em uso de
ciprofloxacino, ndo houve interferéncia estatisticamente
significativa para proteina utilizando a tira Combur® 10 Test
M (Roche), enquanto dois apresentaram interferéncia falso-
positiva estatisticamente significativa utilizando a tira
Multistix® 10 SG (Bayer);

Dos oito pacientes em que foi realizada a quantifica¢do de
proteinas com vermelho de pirogalol-molibdato, sete
apresentaram interferéncia estatisticamente significativa, com
valores acima da referéncia para o método;

A comparacdo da frequéncia de uso de farmacos entre
amostras verdadeiro-positivas e falso-positivas para cetonas e
proteina urinaria no estudo transversal, ndo permitiu
identificar inequivocamente outros farmacos com potencial de
interferéncia;

O teste do qui-quadrado possibilitou observar uma associagdo
significativa entre o uso de insulina e testes verdadeiro-
positivos para cetonas;

Avaliando os resultados pelo teste do qui-quadrado, foi
observada associacdo significativa do acido acetilsalicilico,
calcio, captopril, carvedilol, furosemida, hidroclorotiazida e
losartana com resultados verdadeiro-positivos para
proteinas. Pelo modelo de regressdo logistica, o Unico
farmaco que se manteve com significancia foi o 4acido
acetilsalicilico;

Foram observadas associagdes com resultados falso-positivos
para proteina com o uso dos seguintes farmacos: cloridrato
de metoclopramida, diazepam, dipirona + butilbrometo de
escopolamina, heparina e sulbactam sddico pelo teste de qui-
quadrado;
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Nos estudos complementares, foram avaliados in vitro os
farmacos dipirona, hidroclorotiazida, omeprazol e sulfato
ferroso, nas concentragBGes supraterapéutica, terapéutica e
subterapéutica estimadas, ndo sendo observada qualquer
interferéncia para estes fA&rmacos nas tiras testadas neste
trabalho, ndo se podendo descartar a hipdtese de
interferéncias por metabdlitos dos mesmos;

O conhecimento do potencial de interferéncia possibilita
estudos de otimizacdo dos testes diagndsticos e/ou alerta
sobre o risco de interferéncias, de modo a minimizar erros
de diagnostico.
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APENDICES

APENDICE A- Modelo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido para os voluntarios que forneceram amostras para o pool de
urina

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Meu nome é Adriana Scotti da Silva e estou desenvolvendo a
pesquisa “Avaliacdo da interferéncia analitica de farmacos na
determinacdo de proteinas e cetonas no exame quimico de urina —
estudos in vitro e in vivo ”, com o objetivo de aprofundar o estudo sobre
interferéncias analiticas de fArmacos nos resultados dos exames de urina.
Este estudo é necessario porgque a presenca de farmacos em amostras de
urina e sangue pode levar a falsos resultados na determinacdo de
diversos analitos de importancia no diagndstico e monitoramento de
patologias. Tendo em vista ser o exame de urina muito solicitado pelos
médicos, tanto em caréter de rotina, quanto em variadas patologias e
como existem poucos estudos de interferéncia em analises de urina
considerou-se importante estudar possiveis interferéncias. Serdo
realizadas coletas de urina em frascos proprios, com prévia higienizagéo
e desprezo do primeiro jato da amostra. Posteriormente esta amostra
serd misturada as amostras de urina de outros voluntarios, obtendo assim
um pool de amostras para realizacdo do estudo. Isto ndo traz qualquer
risco e vocé estara contribuindo para a garantia da qualidade de exames
laboratoriais. Se voceé tiver alguma duvida em relagdo ao estudo ou nao
quiser mais fazer parte do mesmo, pode entrar em contato pelo telefone
(48) 3721.8134. Se voce estiver de acordo em participar, posso garantir
que as informagdes fornecidas serdo confidenciais (ou material coletado)
e sO serdo utilizados neste trabalho.
Assinaturas:
Pesquisador principal
Pesquisador responsavel

Eu, , fui esclarecido sobre a pesquisa
Avaliacdo da interferéncia analitica de farmacos na determinacdo de
proteinas e cetonas no exame quimico de urina — estudos in vitro e in
vivo e concordo que meus dados sejam utilizados na realizacdo da
mesma.

Assinatura: RG:

Telefone: e-mail:

Florianépolis, SC, de de
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APENDICE B — Modelo de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido para os pacientes usuarios de captopril do estudo in vivo

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Meu nome é Adriana Scotti da Silva e estou desenvolvendo a
pesquisa “Avaliacdo da interferéncia analitica de firmacos na
determinacdo de proteinas e cetonas no exame quimico de urina —
estudos in vitro e in vivo”, com 0 objetivo de avaliar possiveis
interferéncias do captopril no exame de urina. Este estudo é necessario
porque este farmaco é eliminado através da urina e em um estudo
anterior percebemos que ele pode causar falsos resultados na
determinacdo de cetonas na urina. Estes falsos resultados podem levar o
médico a conclusdes equivocadas sobre o estado do paciente e mesmo a
solicitacdo de outros exames, sem necessidade, aumentando os gastos do
sistema de salde. A sua participacdo serd fornecer trés amostras de urina
em dias diferentes durante o tratamento. VVocé também seré solicitado a
dar algumas informagfes, como a dose do seu medicamento e a
quantidade aproximadamente de 4gua que vocé ingeriu no dia anterior.
Nenhum dado pessoal seu sera divulgado. A coleta de urina sera feita no
laboratério do HU. Pela sua participa¢do vocé ndo terd nenhuma despesa
nem risco e vocé estara contribuindo para a garantia da qualidade de
exames laboratoriais. Se vocé tiver alguma davida em relagdo ao estudo
ou ndo quiser mais fazer parte do mesmo, pode entrar em contato pelo
telefone (48) 3721.8134.

Assinaturas:
Pesquisador principal
Pesquisador responsavel

Eu, , fui esclarecido sobre a pesquisa
Avaliacdo da interferéncia analitica de farmacos na determinacdo de
proteinas e cetonas no exame quimico de urina — estudos in vitro e in
vivo e concordo que meus dados sejam utilizados na realizagdo da
mesma.

Assinatura: RG:
Telefone: e-mail:
Florianépolis, SC, de de
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APENDICE C- Modelo de questionario para pacientes em uso de
captopril

QUESTIONARIO PARA PACIENTES QUE PARTICIPAM DO
PROJETO:
Avaliacéo da interferéncia analitica de farmacos na determinagéo
de proteinas e cetonas no exame quimico de urina — estudos in vitro

e invivo
Nome: Data:
Telefone: NUmero do prontuario:
Idade: Amostra: ()1 ()2 ()3
Sexo:
Horério da coleta: Requisi¢éo:

CAPTOPRIL

1) Ha quanto tempo faz uso deste medicamento?*

2) Qual o nimero de comprimidos que utiliza por dia?

3) Qual a dose unitaria? (mg)*

4) Que horas tomou o0 medicamento pela Gltima vez?
Numero de horas decorrido entre tomada e coleta:

5) Ha& quantas horas esta em jejum?

6) Quantos copos de agua tomou no dia?

7) Estd usando (ou usou nos ultimos 3 dias) algum outro
medicamento? Quais?

Nome comercial Nome genérico Dose

8) Quando urinou pela ultima vez?

9) Ingeriu algum tipo de bebida alcodlica (em qualquer
guantidade) no dia anterior?

10) Esta usando algum produto fitoterapico?
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APENDICE D - Espectroscopia no infra-vermelho do tetrafluoroborato
de 2-cloro-1-metilquinolina (CMQT) e 2-cloroguinolina
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Figura 1. Espectroscopia no infra-vermelho do tetrafluoroborato de 2-cloro-1-
metilquinolina (CMQT)
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APENDICE E — Modelo de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido para os pacientes usuarios de ciprofloxacino do estudo in
vivo

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Meu nome é Adriana Scotti da Silva e estou desenvolvendo a
pesquisa “Avaliacdo da interferéncia analitica de farmacos na
determinacdo de proteinas e cetonas no exame quimico de urina —
estudos in vitro e in vivo”, com o objetivo de avaliar possiveis
interferéncias do ciprofloxacino no exame de urina. Este estudo é
necessario porque este farmaco é eliminado através da urina e em um
estudo anterior percebemos que ele pode causar falsos resultados na
determinacdo de proteinas na urina. Estes falsos resultados podem levar
0 médico a conclusdes equivocadas sobre o estado do paciente e mesmo
a solicitacdo de outros exames, sem necessidade, aumentando os gastos
do sistema de salde. A sua participagdo serd fornecer uma amostra de
urina durante o tratamento com ciprofloxacino e outra amostra de urina
apds o tratamento. Vocé também serd solicitado a dar algumas
informacBes, como a dose do seu medicamento e a quantidade
aproximadamente de dgua que vocé ingeriu no dia anterior. Nenhum
dado pessoal seu serd divulgado. A coleta de urina sera feita no
laboratério do HU. Pela sua participacdo vocé ndo terd nenhuma despesa
nem risco e vocé estara contribuindo para a garantia da qualidade de
exames laboratoriais. Se vocé tiver alguma davida em relagdo ao estudo
ou nao quiser mais fazer parte do mesmo, pode entrar em contato pelo
telefone (48) 3721.8134.

Assinaturas:
Pesquisador principal
Pesquisador responsavel

Eu, , fui esclarecido sobre a pesquisa
Avaliacdo da interferéncia analitica de farmacos na determinacdo de
proteinas e cetonas no exame quimico de urina — estudos in vitro e in
vivo e concordo que meus dados sejam utilizados na realizacdo da
mesma.

Assinatura: RG:

Telefone: e-mail:

Florianépolis, SC, de de
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APENDICE F- Modelo de questionario para pacientes em uso de
ciprofloxacino

QUESTIONARIO PARA PACIENTES QUE PARTICIPAM DO
PROJETO:
Avaliacdo da interferéncia analitica de fArmacos na determinagao
de proteinas e cetonas no exame quimico de urina — estudos in vitro

e in vivo
Nome: Data:
Telefone: NUmero do prontuario:
Idade: Amostra: ( )1 ()2
Sexo: Hora da coleta:

CIPROFLOXACINO
1) Ha quanto tempo faz uso deste medicamento?*
2) Qual o nimero de comprimidos que utiliza por dia?*
3) Qual a dose unitaria? (mg)*
4) Que horas tomou 0 medicamento pela Gltima vez?
Numero de horas decorrido entre tomada e coleta: ......... h
5) Ha& quantas horas esta em jejum?
6) Quantos copos de agua tomou no dia anterior? (Ingesta hidrica)
7) Estd usando (ou usou nos Ultimos e dias) algum outro
medicamento?
Quais?

Nome comercial Nome genérico Dose

8) Quando urinou pela ultima vez?

9) Ingeriu qualquer tipo de bebida alcodlica no dia anterior? Em
qualquer quantidade?

10)Esta usando algum produto fitoterapico?

* CASO O PACIENTE NAO SE LEMBRE DE ALGUM
DADO SOBRE OS MEDICAMENTOS: () Autorizo a
consulta a0 meu médico ou a0 meu prontuario para confirmar
informacdes sobre o(s) medicamento(s) que estou utilizando.

Assinatura
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APENDICE G- Validacio da metodologia de quantificacio do
captopril por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Validacéo da metodologia de quantificacdo do captopril por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Linearidade

A linearidade
cromatografico de fornecer resultados diretamente proporcionais a
concentracao da substancia em exame, dentro de uma faixa de aplicacéo.
A relacdo matematica entre o sinal obtido e a concentragéo da espécie a
ser quantificada pode ser expressa como uma equacao de reta chamada
curva de calibracdo (RIBANI et al., 2004).

A curva de calibracéo obtida (Figura 1) relaciona a area do pico
versus concentracdo de captopril. Obteve-se coeficiente de correlagdo
linear (r) igual a 0,9939 (Tabela 1), estando de acordo com a
especificacdo da ANVISA (2003) que exige para este parametro valor

>0,98.

corresponde a capacidade do método

3000000
__ 2500000
% 2000000
= 1500000
¢ 1000000
500000

0

Area

Curva Analitica

y=12506x- 83256

/ r=0,9939

y 4

0

—— Linear (area )

100 200 300
Concentragao de captopril {pM)

Figura 1. Curva analitica média de determinagdo de captopril na urina por

CLAE.
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Tabela 1. Dados de linearidade obtidos para validacdo da quantificagdo de
captopril pelo método adaptado de CLAE.

Intervalo de linearidade Equacdode reta  Coeficiente de
(LM) correlacéo (r)

Captopril 5-200 y= 12506x - 83256 0,9939

Preciséao

A repetibilidade foi representada por desvios padrdes relativos
inferiores ao valor maximo estabelecido pela ANVISA (2003), de no
maximo 15% para métodos bioanaliticos (Tabela 2).

Tabela 2. Dados de precisdo: repetibilidade obtida para a metodologia adaptada
de quantificagdo de captopril por CLAE

Repetibilidade

Concentragdo (UM) DPR (%0)
50 8,99
Captopril 100 3,88
150 1,02

DPR= Desvio Padrdo Relativo

Exatidao

A exatiddo de um método analitico corresponde a proximidade
entre os resultados obtidos por um determinado método e o valor
verdadeiro. A exatiddo pode ser avaliada por amostras, as quais sdo
adicionadas quantidades conhecidas do analito, sendo expressa como
porcentagem de recuperacdo (ICH, 2005; ANVISA, 2003). Utilizando a
metodologia adotada, a exatiddo foi de 94,99% (Tabela 3), estando de
acordo com os intervalos aceitaveis de recuperacdo para analise de
residuos, que geralmente estdo entre 70 e 120% com precisdo de até +
20% (RIBANI et al., 2004).
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Tabela 3. Taxa percentual de recuperagdo para as concentragdes testadas de
captopril com a metodologia adaptada.

Concentracgdo de captopril ~ Concentragéo teérica % recuperagao
(HM)
50 48,39 + 3,75 96,79
100 89,61 + 3,22 89,61
150 147,86 + 1,44 98,57
Média 94,99

Limite de deteccéo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram determinados a
partir da elaboracdo de trés curvas de calibragdo, sendo calculados
conforme descrito no item 3.2.1.1.3. Os resultados sdo apresentados na
tabela 4; os limites de detecgdo e quantificacdo foram de 1,40 e 4,25
MM, respectivamente. Esses valores foram convertidos para mg/dL, para
facilitar a discussé@o dos resultados, correspondendo entdo os limites de
detecgéo e quantificagdo a 0,03 e 0,09 mg/dL, respectivamente.

Tabela 4. Intercepto e inclinagdo da curva das trés curvas de calibracao
elaboradas.

Curval Curva2 Curva3 Meédia DP

Intercepto 84998 88720 76050 83256  5317,151
Inclinagdo da curva 12529 12796 12194  12506,33 246,2875
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APENDICE H - Variaveis observadas nas amostras dos pacientes que
apresentaram ao menos uma falsa reacdo positiva no parametro cetona
(ndo estatisticamente significativa)

Tabela 1. Variveis observadas nas trés coletas de urina realizadas no paciente
C6.

Amostras: 1 2 3
Intervalo entre micgdes (h) 4:45 1:00 1:00
Tempo de jejum (h) 5:15 3:30 3:30
Ingesta hidrica diaria (copos de &gua) 3 2 2
Intervalo entre a ingesta do captopril e 10:15 8:00 1:00

coleta da urina

Tabela 2. Variveis observadas nas trés coletas de urina realizadas no paciente
C7.

Amostras: 1 2 3
Intervalo entre micgdes (h) 4:00 2:30 2:10
Tempo de jejum (h) 1:00 0:30 1:00
Ingesta hidrica diaria (copos de agua) 4 3 5
Intervalo entre a ingesta do captopril e coleta 1:00 1:00 1:40
da urina

Tabela 3. Variaveis observadas nas trés coletas de urina realizadas no paciente
C8.

Amostras: 1 2 3
Intervalo entre micgdes (h) 5:50 1:00 3:30
Tempo de jejum (h) 5:50 4:00 3:30
Ingesta hidrica diaria (copos de agua) nenhum 3 3
Intervalo entre a ingesta do captopril e coleta 9:50 4:00 8:30
da urina

Tabela 4. Variaveis observadas nas trés coletas de urina realizadas no paciente
Co.

Amostras: 1 2 3
Intervalo entre micgdes (h) 6:00 4:30 2:30
Tempo de jejum (h) 1:00 4:30 2:30
Ingesta hidrica diaria (copos de agua) 4 2 2
Intervalo entre a ingesta do captopril e coleta 2:00 8:00 5:45

da urina




