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A Espectroscopia de RMN como Ferramenta Elucidativa:
Estruturas Moleculares, Mecanismos de Reacao e

MetabonOomica

Resumo

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear € uma poderosa
ferramenta para a elucidacédo estrutural e para o estudo de transformacodes
quimicas, intensamente utilizada na area de quimica organica. Recentemente,
a fronteira de suas aplicacdes tem se expandido para incluir a analise de
biofluidos com o fim de tentar identificar padrdes associados as mais variadas
condicoes fisiopatolégicas que, ao afetarem o metabolismo, deixam sua marca
de forma reconhecivel nos espectros de RMN destas matrizes complexas.

Elucidacdo estrutural — (a) estudamos pela primeira vez as diferengas

estruturais entre cloridrato de cocaina e sua base livre, conhecida como
“crack”, usando a espectroscopia de RMN em solucédo e no estado sélido. Em
solucdo, determinamos que 0 grupo benzoato tem orientacdo equatorial,
enquanto o grupo metoéxi-carbonil tem orientagcdo axial. No caso dos
experimentos realizados no estado sélido, foi possivel distinguir amostras de
cloridrato de cocaina e de “crack”, demonstrando que o “crack” ndo tem uma
estrutura cristalina e, conseqlientemente, seu espectro apresenta uma maior
dispersao das freqiiéncias de ressonancia; (b) investigamos e caracterizamos
por RMN de 'H, de '3C e de '°F, a substancia que provocou a morte subita de
uma jovem de 19 anos de idade, apds inalacao durante uma festa, como sendo

1,1,1-dicloro-flior etano, que é livremente comercializado; (c) caracterizamos a
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estabilidade da cadeia de polifosfato de sédio e do gel de polifosfato de
aluminio frente & radiagdo gama, usando a RMN de *'P e mostramos que é
factivel utilizar o polifosfato em substituicio a ortofosfatos em nutricao
parenteral e também que é possivel utilizar o gel citado como matriz polimérica
para um sensor de radiacdo gama baseado na formacdo de polianilina; (d)
caracterizamos e fizemos a atribuicao inédita dos sinais dos espectros de RMN
de 'H e de '*C de uma série de compostos derivados do 1,2,4-oxadiazol com
propriedades de cristais liquidos; (e) criamos um banco de dados espectrais
usando RMN de 'H, de ''B, de °C e de '°F de uma série de trifluoroboratos
organicos que tém aplicacdo em sintese organica; (f) investigamos um possivel
erro na preparacao de um medicamento, em farmacia de manipulagao, para
tratamento de hipertensdo e controle da freqiéncia cardiaca baseado em
maleato de enalapril e atenolol, sendo a analise por RMN provavelmente
inédita em litigios desta natureza no Brasil.

Mecanismos de reacdo e processo — ldentificamos intermediarios de reacdes

organicas, como: (g) complexos de Meisenheimer, formados durante a hidrélise
alcalina do 3,5-dinitro benzoato de metila, que apresentamos na forma de uma
técnica de ensino-aprendizagem na identificacao de intermediarios de reacao;
(h) hemiacetal, observado a partir da inesperada formacao de formaldeido
como intermediario da reacdo de formacao de N-(ariimetilamino) ftalimidas,
cujo mecanismo foi investigado. (i) Finalmente, estudamos o efeito das ondas
de ultrassom sobre a solucdo de polianilina em dimetil sulféxido (DMSO),
guando observamos e caracterizamos a reducdo do teor de agua dissolvida,

tendo apresentado como hipdtese explicativa a formacdo e o consumo do
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radical hidroxila. Esta reducdo do teor de agua na solucdo de DMSO na
presenga de um sequestrante de radicais, pode ser compreendida como uma
forma rapida e eficiente de secagem do DMSO. Demonstramos ainda que as
propriedades oticas das formas oxidada, dopada e nao-dopada da polianilina
mudam completamente apds a interacdo com as ondas de ultrassom.

Anadlise de biofluidos — (j) criamos um modelo metabonbémico, a partir de

espectros de RMN de 'H de urina, para distinguir amostras fornecidas por
pacientes portadores de infeccdo pelo virus da hepatite C (HCV) e por
pacientes nao-infectados. Isso foi possivel aplicando analise de componentes
principais (ACP) e analise de discriminantes (DA) aos dados espectrais. Tal
modelo visa se constituir em uma alternativa n&o invasiva ao exame de
sangue, normalmente utilizado em triagens em bancos de sangue. O modelo
construido apresentou valores de sensibilidade e especificidade iguais a 96,9%
e 94,1%, respectivamente. Ja os valores preditivos positivo e negativo sao
iguais a 97,0% e 93,9%, respectivamente. O modelo foi cross-validado,
classificando corretamente 90,9% das amostras e tendo 955% de
concordancia com os resultados apresentados pelo modelo completo.
Demonstramos, portanto, que a técnica e o biofluido escolhidos tém potencial
para serem utilizados como método de rotina no rastreamento de casos de
infeccdo pelo HCV, caracterizando-se como uma metodologia mais rapida e

menos onerosa do que as que atualmente sao utilizadas.

Palavras-chave: RMN, metabonémica, elucidacao estrutural.
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NMR Spectroscopy as Elucidative Tool: Molecular Structures,

Mechanisms of Reactions and Metabonomics

Abstract

Nuclear magnetic resonance spectroscopy is a powerful tool for
structural elucidation and to study chemical changes, intensely used in organic
chemistry. Recently, the applications of NMR spectroscopy have expanding to
include biofluids analysis aiming to identify patterns associated to different
physio-pathologic conditions that affect the metabolism and leave its mark in
NMR spectra of these complex matrixes.

Herein, we explored this potential for:

(1) Structural elucidation — (1.1) to study the structural differences between

cocaine chloridrate and "crack", using NMR spectroscopy in solution and solid
state; (1.2) to investigate and to characterize by 'H, '*C and '°F NMR spectra of
a substance that, after inhalation during a party, caused the death of a young
girl; (1.3) to verify the stability of the chain of sodium polyphosphate and of
aluminum polyphosphate (APP) gel after gamma irradiation, using *'P NMR,
aiming to use polyphosphates in substitution the orthophosphates in parenteral
nutrition and APP gel as polymeric matrix for a radiation sensor of gamma
irradiation based on the polyaniline formation; (1.4) to characterize and do the
assignments for the 'H and *C NMR spectra of a some substances derived of
the 1,2,4-oxadiazol, with luminescent properties, used as liquid crystals; (1.5) to
build a spectral database using the 'H, ''B, "*C and '°F NMR spectra of a series

of compounds organo-trifluoro-borates that have application in organic
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synthesis; (1.6) to investigate a possible wrong in the preparation of a
medication, in manipulation pharmacy, for hypertension treatment and control of
cardiac frequency based on enalapril maleate and atenolol.

(2) Reaction mechanisms and process — To identify intermediates of organic

reactions, as: (2.1) the formation of Meisenheimer complexes during the
alkaline hydrolysis of 3,5-dinitro benzoic acid methyl esther; (2.2) the
investigation of the mechanism of reaction of formation of N-(arylaminomethyl)
phthalimides; and (2.3) the study of the effect of ultrasound waves on a
polyaniline solution in dimethyl sulfoxide (DMSO).

(3) Biofluids analysis — (8.1) building a metabonomic model to distinguish

samples supplied by HCV infected patients from healthy subjects using '"H NMR
spectra of urine and applying principal components analysis (CPA) and
discriminant analysis (DA) on spectral data.

We demonstrated, solving different problems, the versatility and
applicability of multinuclear magnetic resonance spectroscopy and we
advanced creating a metabonomic model using human samples as tool for the

diagnosis of a disease that is a world problem of public heath — hepatitis C.

Keywords: NMR, metabonomic, structural elucidation.
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Objetivos

O nosso trabalho tem como objetivo explorar o potencial da
espectroscopia de ressonancia magnética multinuclear como ferramenta
elucidativa. Desta forma, nos propomos a enfrentar diferentes problemas, de
diferentes areas do conhecimento como a ciéncia forense, a quimica organica,
a quimica supramolecular e a bioquimica, usando a ressonéncia magnética
multinuclear como sonda principal de investigacao.

Pretendemos demonstrar a versatilidade e aplicabilidade da
espectroscopia de ressonancia magnética multinuclear partindo de problemas
que normalmente sao tratados com esta técnica: elucidacdo e assinalamento
estrutural, passando por areas nas quais a mesma € pouco utilizada, como
ciéncia forense; culminando com a sua aplicagdo na bioquimica através da
construcdao de um modelo metabondmico capaz de distinguir amostras de urina
fornecidas por pacientes diagnosticados como portadores de infeccado pelo

virus da hepatite C, daquelas fornecidas por pacientes clinicamente saudaveis.
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Fundamentacao Teorica

Didaticamente, podemos dividir nosso trabalho em trés grandes areas:
12) A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) na elucidagao e
assinalamento estrutural de compostos; 2%) RMN como ferramenta para
estudos de mecanismos de reacao e processos; e 32) Metabonémica — RMN
para fins de investigacdo clinica, auxiliando o profissional de saude no
diagndstico de enfermidades.

Portanto, os trabalhos serdo assim apresentados: Iniciaremos discutindo
como a espectroscopia de RMN ¢é utilizada para elucidagdo de compostos
organicos, as principais técnicas utilizadas no assinalamento estrutural e no
estudo de mecanismos de reacdo. Na seqiéncia, discutiremos os topicos, € 0s
conceitos relacionados, que fundamentam os estudos realizados na construcao
do modelo metabonémico para classificacdo de amostras de urinas de
pacientes infectados pelo virus da hepatite C, usando o espectro de RMN de
'H de urina. Por fim, apresentaremos todas as pesquisas e investigagdes que
realizamos usando a espectroscopia de RMN como ferramenta elucidativa,

bem como a producgédo cientifica advinda dessas investigagdes.
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A Espectroscopia de RMN com Ferramenta para Elucidacao
Estrutural

A importancia da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear,
assim como a de qualquer outra ferramenta, esta associada as suas
aplicacbes. Atualmente, a espectroscopia de RMN é a principal ferramenta
para elucidacdo estrutural de compostos organicos e organometalicos, bem
como em estudos de interacdo molecular, dentre outras aplicagées. Isto pode
ser facilmente confirmado por buscas no site da Web of Science®. Por
exemplo, no dia 03 de agosto de 2009, os topicos NMR and structure,
retornaram 91.316 artigos e indice h igual a 250; enquanto para mass
spectrometry and structure, houve o retorno de 20.916 artigos e um indice h de
164. Ja para infrared and stucture, houve o retorno de 24.232 artigos e um
indice h de 163.

A descoberta do fen6meno da ressonancia magnética nuclear data dos
anos 40 [1, 2]. Inicialmente, a RMN era objeto de estudo apenas dos fisicos. No
entanto, alguns marcos historicos foram importantes para chamar a atencao
dos quimicos para as possibilidades oferecidas por esse novo efeito.

Se a freqUéncia de ressonancia de um determinado nucleo dependesse
apenas de suas propriedades intrinsecas, como a constante magnetogirica e o
spin nuclear, e da forca do campo externo aplicado By, pouco interesse pratico
teria a RMN para os quimicos ou bidlogos. No entanto, a descoberta, nos anos
50, de que a frequéncia de ressonancia sofre pequenas flutuagdes em funcao

do ambiente quimico ao redor do ndcleo e, portanto, da estrutura molecular [3],
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pode ser pontuada como primeiro impulso as pesquisas de interesse quimico.

Hoje, ao mencionarmos a espectroscopia de RMN, somos induzidos a
pensar em RMN de 'H e de '*C. Porém, curiosamente, os primeiros estudos
que evidenciaram a existéncia do que chamamos de deslocamento quimico (d)
e sua correlacdo com a estrutura molecular foram realizados com nucleos de
"N e de '°F a partir da observagdo de duas linhas de ressonancia para o
NH4NO; no espectro de RMN de "N e de diferentes freqliéncias no espectro
de RMN de 'F para compostos como o BeFs, BFs, CFsCCls, NaF e KF [4, 5].
Na verdade, no caso da RMN de '*N, a descoberta foi inclusive acidental, haja
vista que os pesquisadores resolveram escolher um composto com mais
atomos de nitrogénio na molécula com o intuito de aumentar o sinal do "*N. Por
acaso, dispunham de nitrato de aménio em seu almoxarifado — e, ao escolher
este composto, foram surpreendidos com o surgimento das duas linhas.

Ainda nos anos 50, Gutowsky e Hoffman conseguiram observar
freqiiéncias de ressonancia diferentes no espectro de RMN de 'F para
derivados de benzeno contendo um grupo CF3; e atomos de fluor no anel [6].
No entanto, o que podemos usar como ponto de referéncia foram as
observacdes de linhas de ressonancia distintas para grupos de uma mesma
molécula, sendo que a intensidade relativa dessas linhas obedeciam a relagao
entre os numeros de hidrogénios presentes em cada grupo. Isso foi feito por
Dharmatti e colaboradores a partir da observacgéo do espectro de RMN de 'H
do etanol [3]. Posteriormente, o0 mesmo grupo de pesquisa publicou que a
diferenca entre os & observados para os grupos OH e CH, do etanol era

dependente da temperatura, enquanto para os grupos CH, e CHgj, essa
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diferenca era constante, mesmo variando a temperatura . Mais do que isso,
essa diferenca também era funcdo da concentragdo do etanol [7]. Essas
evidéncias foram publicadas sem uma explicacdo para as mesmas. Pouco
tempo depois, o fendbmeno foi explicado como sendo uma funcao do maior ou
menor numero de ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de etanol [8],
abrindo um novo campo de atuacdo para a RMN: estudo de interacdes
moleculares.

Outra importante contribuicdo para expandir a area de atuacao da RMN
foi a descoberta de que a taxa da troca quimica pode ser estimada a partir de
espectros de RMN [9]. Nos inicio dos anos 60, os quimicos organicos
passaram a demonstrar particular interesse por estudos que buscavam
compreender a influéncia da conformacao molecular sobre o espectro de RMN
e dai fazer o caminho inverso, ou seja, a partir dos espectros de RMN inferir
sobre a conformacao molecular. O marco histérico aqui pode ser associado aos
trabalhos de Karplus [10, 11].

Naquele momento histérico, os principios basicos da espectroscopia de
RMN ja estavam estabelecidos, sendo a mesma utilizada como um poderoso
método para elucidagdo estrutural de compostos organicos, sobretudo pela
qualidade e quantidade de informacdo contida nos espectros de RMN e pela
facilidade da interpretacdo dos dados espectrais quando comparados, por
exemplo, com os dados obtidos a partir da espectroscopia no infravermelho.

A partir de entdo, os principais avangos se deram no desenvolvimento
de hardwares, seja com a obtencdo de magnetos mais intensos, estaveis e

homogéneos, ou na capacidade de processamento dos computadores.
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Paralelo a isso, tem-se o desenvolvimento das sequiéncias de pulsos de radio-
freqiéncia (rf), em substituicao aos experimentos que utilizavam onda continua
e o uso de ferramentas matematicas como a transformada de Fourier. Esse
conjunto de avangos tornou possivel a realizagdo de experimentos de
correlacdo, ou transferéncia de polarizacdo, e a obtencdo de espectros
bidimensionais.

Dentre estes experimentos, destacam-se aqueles que visam determinar
a multiplicidade dos nucleos de '*C e/ou facilitar a observacdo dos sinais de
ndcleos com constante magnetogirica e abundéancia natural baixas, como APT
(Attached Proton Test), INEPT (Insensitive Enhanced by Polarization Transfer)
e DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer). Esses
experimentos foram desenvolvidos nos anos 80, acompanhando o
desenvolvimento tecnol6gico do periodo [12-15].

Os experimentos bidimensionais, inicialmente, correlacionavam apenas
o deslocamento quimico com a constante de acoplamento (2D J-resolvido).
Porém, rapidamente a técnica ampliou seu raio de acdo, passando a
determinar conectividades homo e heteronucleares. Desta forma, surgiram os
experimentos COSY (COrrelation SpectroscopY) — que mostra correlacdes
entre hidrogénios que apresentam constantes de acoplamento da ordem de 3 a
15 Hz, normalmente °J, e HETCOR (HE Teronuclear CORrelation) — que mostra
correlacbes entre hidrogénios e carbonos que tém constante de acoplamento
da ordem de 140 Hz, geralmente 'J [16, 17]. Na seqiiéncia HETCOR, o sinal é
obtido no canal do '*C, implicando que o tempo do experimento é determinado

pelo nucleo menos abundante e com constante magnetogirica menor. Entéo, o
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HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence), que é uma técnica de
correlacdo inversa, ou seja, com o sinal (e as correlagdes, portanto) sendo
obtido no canal do 'H, passou a ser uma alternativa eficaz [18]. Outra
alternativa € o uso da sequéncia de pulsos HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Coherence), que também é um método de correlacao inversa [19].

No entanto, as principais dificuldades com as atribuicées dos sinais nos
espectros de RMN 'C estdo associadas aos nicleos que ndo estdo ligados a
atomos de hidrogénio, devido ao aumento do tempo de relaxag¢ao longitudinal
T4, normalmente observado para os mesmos. Assim, seqléncias de pulsos
capazes de correlacionar hidrogénios e carbonos distantes duas ou trés
ligacbes foram desenvolvidas. Com isso, surgiram as sequéncias COLOC
(COrrelation spectroscopy via LOng range Coupling) e HMBC (Heteronuclear
Multiple Bond Correlation) [20, 21], esta ultima sendo um experimento de
correlacdo inversa.

Na ressonancia magnética de imagens — MRI [22], 0 uso de campos de
gradientes pulsados é uma exigéncia e, portanto, uma rotina. O mesmo sendo
observado nos experimentos de RMN para determinacdo de valores de
difusdo. Mas, até o inicio dos anos 90, praticamente ndo havia aplicacdo de
campos de gradientes pulsados em espectroscopia de RMN, embora Stejskal e
Tanner, nos anos 60, tenham utilizado esses campos de gradientes pulsados
para medidas de difusdo [23]. Isso deve-se ao paradigma estabelecido até
aquele momento. Ou seja: melhores espectros eram obtidos desde que

tivéssemos maiores intensidades de campo externo By e fosse garantida uma
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melhor homogeneidade do mesmo. Se assim era, por que perturbar a
homogeneidade aplicando um gradiente de campo magnético?

A questao € que as sequiéncias bidimensionais exigem ciclagem de fase
para selecionar os caminhos de coeréncia adequados. Para isso, o0s
experimentos devem ser configurados com numero de repeticdes iguais a
multiplos de 4, 8 ou 16, dependendo da seqliiéncia, o que demanda muito
tempo de maquina. Os experimentos que utilizam gradientes de campo
pulsados fazem a selecao do caminho de coeréncia combinando pulsos de rf e
de gradientes de campo, tornando a aquisicao dos dados mais rapida. Assim,
surgiram as sequéncias gCOSY, gHMBC, gHSQC, dentre outras [24-27].
Nesse sentido, a aplicacao de gradientes de campo magnético pulsado é outro
importante marco histérico no desenvolvimento da espectroscopia de RMN,
caracterizando a década de 90.

A espectroscopia de RMN também fornece dados acerca do arranjo
espacial da molécula. Para isso s&o utilizados tanto experimentos
unidimensionais quanto bidimensionais. Nesse contexto, destacam-se o0s
experimentos que visam determinar a quiralidade e/ou 0 excesso
enantiomérico quando houver, bem como aqueles que objetivam determinar e
quantificar, quando for o caso, o efeito nuclear Overhauser (NOE).

No trabalho de mestrado, desenvolvemos uma metodologia para fazer
discriminagao quiral usando RMN de "’Se a partir da interagdo entre uma série
de seleno-acidos quirais e metil benzil amina (MBA) com quiralidade definida,
que atua como um agente de solvatacao quiral [28]. Duas outras estratégias

sao frequentemente utilizadas para discriminacdo quiral e determinacao de
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excesso enantiomérico: (a) — o uso de reagentes de derivatizacao quiral, sendo
mais comum o uso do reagente de Morsher [29] e a espectroscopia de RMN
“F: e (b) — 0 uso de reagentes de deslocamento quimico quiral [30].

O efeito nuclear Overhauser, por sua vez, pode ser definido como a
mudanca na intensidade de um sinal de RMN quando a transigao de outro spin
nuclear tem as suas populacoes alteradas em relacdo a condicao de equilibrio.
Em termos de elucidacao estrutural, o NOE que interessa é aquele que advém
da saturacdo de uma transicdo correspondente a nucleos que estejam
espacialmente proximos.

Assim como nos casos de experimentos 2D expostos anteriormente,
aqui também temos seqliéncias de pulsos que fazem uso de ciclagem de fase
e de gradientes de campo magnético pulsado. As principais seqiéncias para
esse fim sdo NOEdiff (Nuclear Overhauser Effect difference spectroscopy),
NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY), ROESY (Rotating frame
Overhauser Enhancement SpectroscopY) e suas variantes com gradiente de
campo pulsado [31, 32].

Os experimentos para observacdao do efeito NOE, em geral, sdo os
ultimos usados durante o processo de elucidacao estrutural. Eles apenas séo
utiizados quando ndo é possivel diferenciar, usando os valores de
acoplamento escalar spin-spin, entre configuracdo E ou Z em sistemas com
duplas ligacdes, ou entre grupos exo ou endo em compostos que contenham
biciclos, por exemplo [33].

Para entendermos o efeito nuclear Overhauser, vamos considerar um

sistema formado por dois spins nucleares (I e S), com spin 1/2, que nao
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apresentam acoplamento escalar spin-spin (via ligagdes quimicas), mas que
estdo suficientemente proximos no espaco para apresentarem interacao
dipolar. O diagrama de energia para esse sistema é apresentado na Figura 1.
O acoplamento ou interacao dipolar pode ser definido como a interacao
de um spin nuclear com o campo magnético produzido por outro spin nuclear.
Esta interacdo depende da constante magnetogirica dos nucleos e da distancia
entre os mesmos. Matematicamente, podemos dizer que a interagao dipolar

(Dis) é inversamente proporcional ao cubo da distancia entre eles () e

diretamente proporcional ao produto das constantes magnetogiricas, e ¥s.

D o 7175

IS JE

A intensidade de um sinal de RMN depende da diferenca de populacéo
entre os estados fundamental (o) e excitado (B) do spin nuclear em questao.
Na presenca de um campo magnético externo, segundo a distribuicao de
Boltzmann, ha um pequeno excesso populacional no estado o, sendo 0 mesmo
responsavel pelo sinal de ressonancia. Considerando que no equilibrio as
populagdes nos estados aff e PBo sdo iguais a N e que a diferenga de
populacédo entre esses e os estados ao € BB € igual a A, entdo, temos (N+A)
em oo e (N-A) em B, respeitando a distribuicdo de Boltzmann.

Quando as populagdes para os estados referentes a transicao do spin S
sao igualadas (saturagéo), a diferenga entre as populacdes dos estados a e 3
do spin | mantém-se igual a A (Figura 1). O efeito nuclear Overhauser (NOE)
surge quando o sistema busca restabelecer as populacées do estado de

equilibrio. Esse objetivo pode ser alcangado através das transi¢cdes de zero-
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quanta (aff — Pa) ou duplo-quanta (B — ao). Essas transigdes sao proibidas,
segundo as regras de selecdo da mecanica quantica, mas pode ocorrer uma
relaxacdo das mesmas devido a interacédo spin-rede, o que faz as transicoes
passarem a ocorrer. De fato isso acontece, haja vista que sédo elas as
responsaveis pelo efeito nuclear Overhauser.

E E
A

/\ /\W
IR P Z

N+A N+A/2

Figura 1 — Diagramas de energia para um sistema formado pelos spins nucleares | e S. A
esquerda, distribuicdo populacional para os spins na presenga do campo externo
By, a direita, quando as populagbes para os estados « e  do spin S sdo igualadas.
Nesse momento surge o efeito nuclear Overhauser.

Se ocorrer a transicdo zero-quanta, havera um aumento na populacao
do estado B do spin | e, conseqiientemente, uma reducdo no sinal de RMN
atribuido a esse nucleo. Diz-se que ocorreu um NOE negativo. Por outro lado,
se a probabilidade de ocorréncia da transi¢cdo duplo-quanta for maior do que a
de zero-quanta, havera um aumento na populacado do estado o do spin I, com
um conseqlente aumento na intensidade do sinal de ressonancia. Diz-se que
ocorreu um NOE positivo.

Todos os experimentos citados até agora sao realizados com a amostra
em solugdo. No entanto, ha casos em que se faz necessaria a obtencédo do
espectro no estado sélido. Isso ocorre quando se investiga, por exemplo, o
grau de cristalinidade ou amorficidade da amostra; a existéncia de polimorfismo

em farmacos [34], o que pode gerar alteracées na biodisponibilidade do
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mesmo; em estudos de polimeros para determinar a taticidade ou inferir acerca
de algumas propriedades macroscépicas; no estudo de novos materiais,
compdsitos; ou quando a amostra possui baixa solubilidade.

Em solucdo, devido a liberdade que as moléculas tém para se
movimentar, o deslocamento quimico observado € um valor intermediario,
quando comparado aos que seriam observados para as conformagdes mais
estaveis da molécula. No estado soélido, hd uma restricdo imposta ao
movimento molecular, com isso o deslocamento quimico observado é
especifico para a conformacado A, B ou C. Entao, a espectroscopia de RMN de
amostras no estado sdélido é uma excelente ferramenta para extrair
informacdes acerca da estrutura molecular e da dindmica no estado sélido,
sendo aplicada a estudos de polimeros (polietileno, PVC, PVA), biopolimeros
(polipeptideos, proteinas, celulose) e catalisadores (zedlitas). Normalmente,
utiliza-se a difracdo de raios-X para obter informacdes acerca da estrutura dos
polimeros ou dos materiais solidos. No entanto, a difracdo de raios-X tem suas
limitac6es nesta seara, haja vista que ha uma necessidade de a amostra ser
cristalina e muito materiais de interesse tecnolégico ndo atendem a esse
critério, ou tem baixa cristalinidade e os estudos por difragdo de raios-X ficam
comprometidos. A espectroscopia de RMN no estado sélido fornece esses
dados e distingue amostras cristalinas de nao-cristalinas, ou ambientes mais
cristalinos do que outros.

A principal barreira para obtencdo de espectros de amostras no estado
sélido sdo as interacdes dipolares. Como ja dito anteriormente, as interacdes

dipolares sao inversamente proporcionais a distancia. Considerando que no
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estado sélido as moléculas estao mais proximas uma das outras, o efeito das
interacdes dipolares se faz mais presente nos espectros, provocando uma
maior dispersao das freqiéncias de ressonancia e, conseqlientemente, um
alargamento do sinal.

Além de relacionar-se com a distancia internuclear e as constantes
magnetogiricas dos nucleos, as interagbes dipolares relacionam-se diretamente

com o angulo formado pelo vetor do campo externo By, e o formado pelos

nuacleos em questdo. Essa relagdo pode ser expressa assim: D o (3cos2 0—1),

onde D é a constante dipolar e 8¢é o angulo formado pelo vetor internuclear e o
campo externo By.

Para vencer a barreira imposta pelas interacoes dipolares, foi necessario
o desenvolvimento de equipamentos capazes de gerar altas poténcias de
desacoplamento e rotacdo no angulo magico, que é assim chamado por ser o
angulo de 54,72, que anula o termo (3cos®0 — 1).

A sequéncia de pulsos mais simples utilizada para obtencao de espectro
de RMN de amostra no estado sélido é a MAS (Magic Angle Spinning), que
consiste em rotacionar a amostra no angulo magico, aplicar um pulso de rf e
adquirir o sinal (FID — decaimento livre da inducéo). No caso de experimentos
quantitativos, o intervalo entre cada pulso (soma dos tempos de aquisicéo e
espera) deve ser no minimo igual ao maior tempo de relaxagao longitudinal
observado para a amostra.

Para observar nucleos com baixos valores de razdo magnetogirica e
abundancia isotopica, normalmente utiliza-se a sequéncia CP-MAS (Cross-

Polarization Magic Angle Spinning) que, além da rotacao no angulo magico,
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usa a condicdo de Hartmann-Hann para transferir a polarizagao do niucleo mais
abundante para o menos abundante [35]. Em geral, utiliza-se a polarizacao do
nicleo de 'H para aumentar a intensidade do sinal de ndcleos como '*C ou
29Si, por exemplo. Como a eficiéncia da transferéncia de polarizacao é diferente
para cada nucleo observado e ainda depende do ambiente quimico, em geral
os espectros obtidos por CP-MAS nao sao quantitativos. Por outro lado, o que
poderia ser uma desvantagem da técnica, pode ser explorado para estudos
que dizem respeito a estrutura do composto, através da determinacao do
melhor tempo de contato para maximizar a transferéncia de polarizacao; a
determinagéo do tempo de relaxagéo longitudinal no eixo rotatério (T+,) e inferir
sobre a cristalinidade ou taticidade do material, haja vista que tanto o T,
quanto o tempo de contato dependem da cristalinidade da amostra e das
distancias internucleares. Nesse contexto, a determinacdo do Ti,e do tempo
de contato (Tcy) € importante para inferir acerca da mobilidade e
homogeneidade da amostra.

Além dos experimentos MAS e CP-MAS, outro experimento muito
comum é o Dipolar Dephasing (DD). Este experimento utiliza a intensidade das
interacdes dipolares C—H para distinguir entre carbonos nao-protonados e
protonados, bem como diferenciar entre carbonos molecularmente rigidos e
aqueles que apresentam um maior grau de mobilidade. Em termos praticos,
durante o intervalo de defasagem, ou seja, entre a transferéncia de polarizacao
e a aquisicao do sinal, o desacoplador é desligado. O mecanismo de relaxacao
€ dominado pelo tempo de relaxacao transversal T.. Carbonos diretamente

ligados a atomos de hidrogénio, normalmente relaxam rapidamente, enquanto
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0s nao-hidrogenados demoram mais. Com isso, deveriamos observar apenas
carbonos nao-hidrogenados no espectro. Por isso, antigamente esse
experimento era denominado de Non-Quaternary Suppression (NQS). No
entanto, essa denominagcao nao é adequada, haja vista que as metilas, apesar
de possuirem trés atomos de hidrogénio, defasam lentamente devido a sua
mobilidade, que diminui drasticamente a intensidade da interacdo dipolar.
Entdo, sdo observados normalmente os carbonos nao-hidrogenados e as
metilas.

Como dissemos, as interacoes dipolares impuseram barreiras ao
desenvolvimento da espectroscopia de RMN no estado sélido. Isso é tao
intenso que praticamente a RMN no estado sélido foi desenvolvida utilizando
carbono-13, devido a menor intensidade das interacdes dipolares e a maior
janela espectral, comparadas ao hidrogénio. No entanto, com o
desenvolvimento de seqUéncias de pulsos mais elaboradas e sondas mais
sensiveis, a RMN de 'H também ocupou seu espaco como ferramenta analitica
para amostras no estado sélido.

Os experimentos apresentados sdo 0s mais comuns na espectroscopia
de RMN no estado soélido. Dependendo da necessidade, ha também
experimentos bidimensionais e outras estratégias que podem ser utilizadas.

Em linhas gerais, podemos compreender o desenvolvimento da
espectroscopia de RMN como o fruto da combinacédo de avancos alcangados
em pesquisas especificas em RMN e em outras areas do conhecimento, como

as ferramentas matematicas e de informatica (software e hardware), bem como
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a tecnologia dos supercondutores. A Figura 2 apresenta, de forma resumida,

essa evolugao ao longo das décadas.

Evolucao da espectroscopia de RMN ao longo dos anos

1945 1950 1960 1970 1980 1990 2000
Descoberta do Deslocamento quimico, Desenvolvimento tecnolégico -  Efeito Overhauser, Espectros de correlacao, AplicacGes em bioguimica
fendmeno da Interagdes moleculares,  Analise Conformacional Magneto, computadores, Bidimensionais, Gradiente de campo plcag a

RMN Troca quimica software magnético pulsado, DOSY Metabonsmica

Figura 2 — Principais avangos da espectroscopia de RMN ao longo dos anos.
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RMN e Metabonémica

Antes de tratarmos da estratégia metabondmica propriamente dita,
precisamos discutir alguns conceitos correlacionados com o0 modelo
desenvolvido, tais como: a andlise de biofluidos, mais especificamente de
urina; o desenvolvimento e as técnicas para diagnéstico da infecgdo pelo virus
da hepatite C; e como a espectroscopia de RMN é utilizada na andlise de

material de origem bioldgica.

Analise de Biofluidos

No desenvolvimento de métodos analiticos para a analise de biofluidos,
ha uma preferéncia natural por métodos nao invasivos (reduzindo os riscos
para o doador, seja ele humano ou ndo) e com o minimo de interferéncia do
analista — se possivel, utilizando a amostra in natura, a qual deve ser mantida
sob condigdes ambientais adequadas até o momento da anadlise. Esses
cuidados minimizam os riscos de contaminacao ou deterioracdo da amostra, o
que comprometeria 0 método.

De uma maneira geral, os biofluidos utilizados em analises clinicas sao
urina e soro. Em casos mais especificos, outros biofluidos também séao
utilizados. Porém, urina e soro normalmente sdo pontos de partida para um
diagnéstico clinico. Assim sendo e considerando que nosso trabalho foi
realizado com amostras de urina, vamos restringir o presente texto a este tipo

de amostra.
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A Analise de Urina

Na pratica clinica, um dos primeiros exames solicitados € o sumario de
urina ou urindlise. Essa primazia ndo se deve apenas a uma questado historica
— a analise da urina foi uma das primeiras formas utilizadas pelo ser humano
para avaliar sua saude - mas, principalmente, por conta da importancia de todo
0 processo que envolve a formacdo da mesma e a simplicidade na obtencao
das amostras. Nao é objetivo detalhar aqui esse processo. Porém, vamos
procurar entendé-lo de uma forma simplificada.

A urina é produzida nos rins, em decorréncia da filtragem do sangue. Por
outro lado, o fluxo de sangue pelos rins é determinado pelo sistema renina-
angiotensina-aldosterona. A renina é uma enzima produzida pelos rins, a qual
controla a producdo do hormoénio aldosterona. Este, por sua vez, controla a
reabsorcdo de sbédio e agua. Esse sistema esta diretamente relacionado ao
controle da presséao arterial. Assim, quando ha uma queda na presséao arterial,
a renina provoca a producdo de aldosterona que, por sua vez, aumenta a
reabsorcédo de agua e sddio restabelecendo as condicées hemodinamicas. Isso
acontece através da vasoconstricdo arteriolar. O papel da angiotensina é
estimular a liberacdo de aldosterona pelo cértex supra-renal. Dessa forma, é
muito comum que problemas de hipertensédo arterial estejam associados a
problemas no sistema renina-angiotensina-aldosterona, e a profilaxia baseia-
se, nesses casos, na administracdo de um diurético e/ou na utilizacao de
drogas que regulam as enzimas de conversdo da angiotensina (ECA).

A principal funcdo do sangue é levar nutrientes e oxigénio para todas as

células bem como trazer toxinas e gas carbbnico para que possam ser
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retirados do organismo. O material filtrado do sangue, que compde a urina,
contém informagdes riquissimas sobre o metabolismo e, por conseguinte, o
status clinico do individuo. Assim, na urina podem ser dosados diversos
biomarcadores com essa finalidade, tais como: o teor de creatinina e uréia, que
estdo relacionados a atividade renal; glicose e grupos cetbnicos, que se
encontram presentes nas amostras de pacientes diabéticos; bilirrubina, testada
em pacientes com suspeitas de hepatopatia; sangue, presente em casos de
hemorragia que atingem o sistema urinario, podendo ser provocadas por
célculo renal ou infeccdo urinaria; presenca de cristais que podem estar
associados a presenca ou formacado de calculo renal; nitritos, que indicam
presenca de bactérias na urina, dentre varios outros. Além das determinacdes
especificas para certos biomarcadores, também sao realizados outros ensaios
com a urina e que sao de grande importancia na avaliacao clinica do paciente
ou para investigacbes de natureza forense, como: teste de gravidez,
investigacdo de uso de drogas legais ou ilegais, ou até de natureza mais
especifica, como analise bacteriolégica e investigacao de doencas metabdlicas

hereditarias, como porfiria e glicosuria renal.
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A Hepatite C e o seu Diagndstico

O figado € o maior 6rgao do corpo humano. No que diz respeito a sua
posicdo no organismo, o mesmo € protegido pelas costelas no quadrante
superior direito do abdémen humano, com a borda superior atingindo
aproximadamente a altura dos mamilos. Ha dois lobos anatémicos, sendo o
direito cerca de seis vezes maior do que o esquerdo, e dois condutores
sanglineos principais: a veia porta, que traz o sangue venoso, contendo
nutrientes, a partir dos intestinos e do bago, e a artéria hepatica, que transporta
sangue arterial com o oxigénio. A principal funcao do figado estd associada a
sua atuagao no metabolismo de lipideos, proteinas, carboidratos e drogas, bem
como a sintese de colesterol, fosfolipideos e lipoproteinas. Assim, disfuncdes
hepaticas podem trazer graves problemas para o individuo, podendo inclusive
evoluir para obito.

Hepatite é toda e qualquer inflamacdo do figado podendo ter diversas
origens, como as virais (hepatite A, B, C, D, E, etc.); as provocadas por uso de
drogas lipossoluveis, como antiinflamatérios, anticoncepcionais, derivados
imidazélicos; uso de bebidas alcodlicas; e disturbios metabdlicos, como doenca
de Wilson e hemocromatose, dentre outras formas. O que todas as hepatites
tém em comum é o fato de agredirem com maior ou menor intensidade as
células hepaticas e, de uma forma geral, o figado.

Na sua maioria, as hepatites agudas sdo assintomaticas ou apresentam
sintomas comuns a outras enfermidades virais, como febre, mal-estar e/ou
dores musculares. Alguns casos podem evoluir com sintomas mais especificos,

como ictericia, caracterizada pela coloracdo amarelo-dourada da pele e
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conjuntivas. Em geral, a ictericia esta associada a mudangas na coloracdo da
urina e das fezes, devido a elevacao nos niveis de bilirrubina. As hepatites
cronicas também sao, em geral, assintomaticas e podem progredir para cirrose
hepatica, algumas vezes culminando com o ébito do paciente.

Nao ha um método analitico que seja capaz de, por si s6 € a0 mesmo
tempo, detectar o tipo de agressao hepatica, estimar a gravidade da mesma e
indicar a melhor forma de tratamento. Assim, diversos métodos analiticos e
determinacdes sao utilizados para avaliar as alteracées hepaticas. Os testes
mais comuns que avaliam o grau de agressdao ou lesdao hepatica sao as
determinacées séricas dos niveis das aminotransferases (aspartato
aminotransferase — AST/TGO e alanina aminotransferase — ALT/TGP), da
fosfatase alcalina e da y-glutamil transferase.

A aspartato aminotransferase € uma enzima mitocondrial presente em
grande quantidade nas células que constituem o coracao, o figado, os rins € 0s
musculos esqueléticos. O nivel sérico dessa enzima aumenta quando ha
necrose de algum desses tecidos. A alanina aminotransferase, por sua vez, é
uma enzima citosolica também presente em células hepaticas. Em termos
absolutos, a concentracao sérica de ALT é menor do que a observada para o
AST. No entanto, proporcionalmente, ha mais ALT nas células hepaticas do
que nas outras células. Portanto, um aumento no nivel sérico de ALT é mais
especifico como indicador de problemas hepaticos do que o aumento do nivel
sérico de AST.

Assim sendo, alteragdes nos niveis séricos das aminotransferases

sugerem uma investigacao para diagnoéstico de hepatite, uma vez que essa
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enfermidade é caracterizada pela destruicdo de células hepaticas liberando e
aumentando os niveis séricos de ALT e AST. Confirmada a hepatite, investiga-
Se a sua causa, se viral ou ndo, seguindo-se o seu tratamento.

A fosfatase alcalina € uma enzima que é utilizada como biomarcador da
atividade éssea, mas que também pode sugerir, quando ha aumento do seu
nivel sérico, casos de colestase ou problemas das vias biliares. Um aumento
isolado da fosfatase alcalina pode ter origem intestinal [36], mas um aumento
concomitante do nivel sérico da y-glutamil transferase (y-GT) confirma que o
aumento da concentracdo sérica de fosfatase alcalina tem origem hepatobiliar
e nao 6ssea. A determinagcdo da concentracdo sérica da y-GT é de particular
interesse quando se suspeita que a alteracao hepatica deve-se ao abuso de
alcool ou de drogas lipossoluveis.

As determinagbes dos niveis séricos de y-GT, fosfatase alcalina, ALT e
AST sao capazes de indicar se o tipo de dano ao figado é hepatocelular ou se
h& colestase, por obstrucdo das vias biliares. No entanto, essas determinacdes
nao sao capazes de diferenciar, por exemplo, uma hepatite viral da outra ou se
a colestase é intra ou extra-hepatica. Isso sé é possivel determinar com uso de
técnicas de diagnostico por imagem, como a ultra-sonografia, tomografia
computadorizada ou MRI — Imagem por Ressonancia Magnética, ou ainda
através de biopsias ou testes sorolégicos mais especificos.

No nosso trabalho, estamos interessados no diagnéstico de infecgcéao
pelo virus da hepatite C (HCV), que constitui um problema de saude publica
mundial. Mais de 200 milhées de pessoas no mundo estdo infectadas com o

virus da hepatite C e pelo menos 70% das infeccées agudas progridem para
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hepatite crbnica, cirrose e carcinoma hepatocelular. Menos de 1% dos casos
estdo no norte europeu, enquanto mais de 29% dos casos sdo encontrados no
norte do continente africano. A maior ocorréncia é observada no Egito, cerca
de 15%-20% dos casos no mundo; enquanto no Reino Unido e na
Escandinavia, a prevaléncia € menor que 0,1%. Na india, por exemplo, estima-
se que aproximadamente 2% das pessoas estejam infectadas pelo HCV. No
Brasil, estima-se que oscile em torno de 3% a prevaléncia da infeccdo pelo
HCV [37, 38]. Outra estimativa importante é que 27% dos casos de cirrose e
25% dos casos de carcinoma hepatocelular ocorrem em pacientes infectados
pelo HCV.

A principal forma de transmissdo do HCV é a parenteral, tornando os
usuarios de drogas injetaveis e os politransfundidos, como os pacientes com
doencas renais e os hemofilicos, em grupos de risco. O mesmo raciocinio pode
ser extendido para aquelas pessoas que tatuam o corpo sem tomar os devidos
cuidados com a assepsia do material utilizado.

A evolucéo da infeccao cronica pelo HCV é lenta e progressiva, podendo
demorar 20 ou 30 anos, e o quadro clinico, na grande maioria dos casos, é
assintomatico. O diagnostico da infeccdo, portanto, é fundamental, na medida
em que se pode intervir com anti-virais e modificar a histéria natural da doenca,
impedindo sua progressao para cirrose e carcinoma hepatocelular.

O diagndstico da infecgdo pelo HCV nao é frequente durante a fase
aguda [39]. As manifestac¢des clinicas podem ocorrer dentro de 7 a 8 semanas
(variando de 2 a 26 semanas) apds exposicdo ao HCV, mas a maioria dos

pacientes sera assintomatica ou apresentara sintomas leves como nauseas e
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febre. A ictericia & observada em apenas 20% dos casos. Apesar de muito
rara, a hepatite fulminante esta descrita durante esse periodo [40]. A infeccao
aguda evolui para a infeccao cronica na maioria dos casos (55% a 85%), sendo
caracterizada por um periodo prolongado de tempo sem sintomas. Uma vez
estabelecida a cronicidade da infeccao, a recuperagao espontanea da viremia é
rara.

O maior problema acarretado pelo HCV é, sem duvida, o processo
inflamatério crénico com necrose persistente e regeneracao dos hepatdcitos,
durante anos, promovendo a proliferacdo de fibroblastos com producédo de
colageno (fibrose) e cirrotizacdo do figado [41]. O tempo médio entre a
contaminacao pelo HCV e o desenvolvimento de cirrose oscila em torno de 25
anos, embora em pacientes imunocomprometidos, como os transplantados, os
co-infectados pelo HIV, pelo virus da hepatite B, pelo Schistosoma mansoni,
com consumo crénico de alcool, sobrecarga de ferro, esteato-hepatite nao
alcodlica, bem como os que fazem uso de drogas hepatotéxicas, haja um
favorecimento e, conseqlientemente, desenvolvimento mais rapido do quadro
de cirrose.

Apo6s a cronificacdo, a hepatite C evolui de forma assintomatica,
podendo, no entanto, em alguns casos ser responsavel por sintomas como:
astenia, fadiga, artralgias e dores musculares que podem aparecer nesse
periodo. A infeccdo pode provocar, também, as chamadas manifestacbes
extra-hepaticas do HCV, dentre as quais se destacam: crioglobulinemia, porfiria
cutanea tardia, doenga linfoproliferativa, glomerulonefrite, liquen plano,

tireoidite e sialoadenite auto-imunes e diabetes mellitus.

Ricardo Oliveira da Silva 25




Tese de doutorado

As complicacdes graves e o 6bito eventualmente acometem aqueles
pacientes com quadro de cirrose avancada, sendo estimado ocorrer em 20%
dos casos. As classicas complicagdes decorrentes da doenca hepatica terminal
como: hemorragia digestiva, encefalopatia hepatica, ascite, dentre outras, além
do risco de desenvolvimento de hepatocarcinoma, em torno de 4% ao ano, séo
responsaveis por uma alta morbimortalidade [42].

O diagnéstico da hepatite C baseia-se em dados clinicos, laboratoriais e
morfoldgicos. Do ponto de vista clinico, os sintomas e sinais dependem do
estagio da doenca. Freqlentemente, a hepatite crbnica, mesmo na fase
cirrética, € assintomatica, dificultando o reconhecimento da infec¢do. Os testes
de rotina baseiam-se na detecg¢édo de anticorpos contra o HCV. Considerando-
se que o periodo de janela para esse virus varia de 4 a 6 semanas apés a
contaminacdo em pacientes imunocompetentes, esses testes ndo sao eficazes
nas fases iniciais. O periodo de janela pode ser maior em pacientes com o
sistema imunolégico comprometido, como é o caso daqueles com insuficiéncia
renal, que necessitam de hemodiélise.

Os pacientes que apresentam cura espontanea ou terapéutica, ou seja,
negativacdo da viremia por longos periodos, terdo testes positivos para o
anticorpo contra o HCV pelo resto de suas vidas, como uma cicatriz
imunolégica. Assim, o fato de os testes de rotina apresentarem resultados
positivos para o anticorpo contra o HCV nao significa que ha necessariamente
uma infeccdo em curso. Significa apenas que o paciente, em algum momento
de sua vida, teve contato com o HCV. Normalmente esses testes sdo usados

para rastreamento em bancos de sangue para excluir doadores que tiveram
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contato com o virus, mesmo que curados. Esse procedimento é importante,
haja vista que a forma de contrair o HCV é semelhante para outros virus, como
o HIV ou mesmo virus ainda desconhecidos. A politica de saude publica deve
considerar essa possibilidade e, prudentemente, evitar o uso de sangue de
doadores que tiveram contato com o HCV, mesmo que curados.

Os testes de rastreamento sdo basicamente de dois tipos: ELISA —
enzyme-linked immunosorbent assay ou RIBA — recombinant immunoblot
assay [43]. Em termos de sensibilidade, os kits de terceira geracdo sdo mais
sensiveis e especificos do que os de geracdes anteriores. As trés geracdes do
ELISA usam proteinas recombinantes ou peptideos sintéticos para captacao do
anticorpo para o HCV. O ELISA | tinha como alvo apenas um antigeno, o
polipeptideo ¢100-3, tendo uma sensibilidade da ordem de 80% e uma taxa de
falso-positivos variando de 50%—70%. O ELISA I utiliza duas proteinas
recombinantes do HCV, o c22-3 (derivada da regido estrutural do virus) e o
c33-c (derivada da regidao nao-estrutural NS3), além do polipeptideo ¢100-3
fusionado com a proteina ¢33-c. Essa alteracdo fez com que o ELISA I
reduzisse a taxa de falso-positivos para 40%—-50% e aumentasse a
sensibilidade. Outra vantagem do ELISA Il em relagdo ao ELISA I foi a reducao
no tempo entre 0 momento da infeccdo e a deteccdo, que passou de 16 para
10 semanas com o ELISA 1l [44].

A terceira geragcdo do ELISA apresenta uma nova configuracao para os
antigenos utilizados no ELISA Il e adicionou um antigeno para a regiao NS5 do
virus. O principal ganho com o ELISA Il foi a redu¢cdo no tempo entre o

momento da infec¢do e a deteccdo, que passou para 7 a 8 semanas, e um
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aumento na sensibilidade. O ELISA se presta muito bem para rastreamento da
infeccdo pelo HCV devido a sua alta sensibilidade. No entanto, devido a sua
baixa especificidade, ha a necessidade de testes suplementares, com maior
especificidade, para confirmar a doenca [45]. Por definicdo, a especificidade
indica a propor¢cdo de pacientes com resultado negativo na auséncia de
infeccéao.

A determinacdo de uma infeccdo em curso é feita a partir da
investigacao da presenca do virus no soro, estabelecendo a presenca do RNA
do HCV através da reacao em cadeia da polimerase (PCR). A metodologia
consiste na utilizacdo de sondas de acido nucléico (primers) que sao
fragmentos de DNA ou RNA com uma estrutura complementar a uma
sequéncia do acido nucléico a ser investigado, nesse caso, o HCV. Com a PCR
€ possivel a ampliacao de sequiéncias genéticas especificas, de maneira que
uma molécula de RNA ou DNA possa ser observada entre milhdes de outras.

Em um primeiro momento, é necessario saber se ha ou ndo o HCV na
amostra do paciente. Isso requer um teste qualitativo. Um teste muito comum
para essa finalidade é a PCR com a enzima transcriptase reversa (RT-PCR),
que catalisa a sintese do DNA complementar (DNAc) a partir da regido 5’RNC
do RNA viral. O limite teérico de deteccdo usando PCR oscila em torno de
1000 cépias do genoma por cm®. Outra estratégia utilizada para detecgdo
qualitativa do RNA do HCV é a amplificacdo mediada pela transcriptase (TMA),
que € um método simples, sendo capaz de detectar quantidades inferiores a 50
copias do genoma por cm®. Inclusive, a OMS orienta que para tornar a

administracdo de sangue e hemoderivados mais segura, a mesma seja
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precedida por uma investigacdo do RNA do HCV por amplificacdo de acidos
nucléicos do HCV.

Na pratica clinica, o diagnéstico inicia-se com a pesquisa de anticorpos
contra o0 HCV, usando ELISA de segunda ou terceira geracao. No entanto, em
pacientes com hepatite crénica que nao apresentam atividade inflamatéria, ou
que reajam positivamente para anticorpos contra o HCV, mas apresentam
valores normais para as aminotransferases, € necessaria a utilizagdo do PCR
qualitativo. Nesse caso, duas possibilidades se fazem presentes: ou o paciente
esta curado da hepatite (RNA do HCV negativo); ou a infeccao esta em curso
(RNA do HCV positivo), mesmo com a normalidade nos niveis séricos das
enzimas. Nesse caso, o tratamento pode ser feito, dependendo do resultado da
biépsia.

A determinacao da carga viral & importante na avaliagdo do progndstico
do paciente e na possibilidade de resposta ao tratamento antiviral [46]. Duas
técnicas de biologia molecular sdo empregadas com essa finalidade: PCR e
DNA ramificado, que difere da primeira porque se baseia na amplificacao de
um sinal e ndo do DNA.

Considerando que o gendtipo do HCV responsavel pela infeccdo €
decisivo para o tratamento, identifica-lo € fundamental. O HCV é um virus que
tem pelo menos 6 (seis) gendtipos e varios subtipos. O sequenciamento
completo do gendtipo é inviavel para laboratérios clinicos, uma vez que envolve
a identificacao de quase 10 mil nucleotideos e a subsequiente construcdo de
uma estrutura filogenética [47]. Assim, os métodos para genotipagem do HCV

utilizam apenas algumas regides mais conservadas do genoma, como as
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proteinas do envoltério (E1), a core e a nao-estrutural NS5B [48, 49]. Os
pacientes infectados com genétipo | do HCV devem ser tratados por 48
semanas, enquanto aqueles infectados com o genétipo Il ou Ill devem receber

tratamento por 24 semanas.
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A Espectroscopia de RMN e a Analise de Biofluidos

Historicamente, a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN) nunca foi muito explorada como ferramenta de analise de biofluidos.
Todavia, ha alguns relatos na literatura nesse sentido. Em 1957, Eric Odeblad
propds a utilizagdo da espectroscopia de RMN 'H para estudos de fluidos
corporais [50]. Apesar de os espectros, naquele momento histérico, serem
relativamente pouco informativos, o pesquisador advogava o estabelecimento
de um “departamento de pesquisas médicas com RMN”.

Até o inicio dos anos 70, os estudos em RMN estavam direcionados
para analise molecular e ndo tinham uma perspectiva clara no tocante a anélise
de biofluidos. Em 1971, Raymond Damadian demonstrou ser possivel
diferenciar tumores e tecidos normais a partir da analise dos seus tempos de
relaxagéo [51]. Isso motivou uma corrida cientifica no sentido de utilizar a
espectroscopia de RMN para o diagnéstico de doencas. Nesta mesma década,
surgiu a tomografia computadorizada (TC) como ferramenta de diagnéstico e
0os hospitais passaram a investir grandes quantias na aquisicdo de
instrumentacao para ter uma estrutura de diagnésticos por imagem [52]. Nos
ultimos 30 anos, uma série de avancgos foi implementada nesse campo, com o
desenvolvimento da MRI (Magnetic Resonance Imaging) e suas aplicacées no
diagnéstico clinico [53]. Por conta disso, ainda hoje, quando uma mencéao é
feita a ressonancia magnética entre os profissionais da medicina, a associacao
feita é com a MRI.

Por outro lado, sabe-se que a composicao bioquimica dos biofluidos

reflete o status metabdlico do individuo. Assim sendo, conhecer
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detalhadamente a composicao do biofluido municia o profissional de saude
com informagdes importantissimas a respeito do estado clinico e bioquimico do
paciente. Esse foi o paradigma que orientou os primeiros trabalhos e estudos
que utilizaram a espectroscopia de RMN com fins clinicos. As primeiras
intervengbes nesse sentido datam do inicio da década de 80 do século
passado [54, 55] com estudos buscando identificar comprometimento da
atividade renal ou de doencgas metabdlicas a partir de obtencao de espectros
de RMN 'H de amostra de urina. H4 também o trabalho desenvolvido por
Matsushita et al que obtiveram espectros de RMN 'H de amostras de urina de
humanos para determinar o teor de trimetilamina [56].

Alguns fatores influenciaram decisivamente para que, até o inicio dos
anos 90, a espectroscopia de RMN n&o fosse muito utilizada em analise de
biofluidos. O primeiro desses fatores é o fato de que os biofluidos possuem
grande quantidade de agua. Os espectros de RMN 'H dos biofluidos s&o
dominados pelo sinal de ressonancia da agua, o que inviabilizava a observacao
dos sinais de ressonancia associado as moléculas dos metabdlitos presentes
nos mesmos. Essa dificuldade foi vencida com o surgimento das sequiéncias de
pulsos para supressao do sinal da agua, seja com a utilizacdo de pulso de
radiofreqiéncia, seja com a utilizacao de pulsos de gradiente de campo [57].

Mesmo sendo possivel a obtencdo de espectros de RMN 'H com
supressao do sinal da agua, o desenvolvimento e a utilizacdo de métodos de
RMN 'H nas analises de biofluidos néo se tornaram freqiientes. Isso se deve a
duas outras caracteristicas da espectroscopia de ressonancia magnética

nuclear: a baixa sensibilidade e a sobreposicdo dos sinais de diferentes
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metabdlitos presentes nos biofluidos. Sendo pouco sensivel e sem poder
distinguir sinais de diferentes metabdlitos, tudo caminhava no sentido de que a
espectroscopia de RMN nunca poderia ser utilizada na analise de biofluidos.
No entanto, com o desenvolvimento tecnolégico e o surgimento de
equipamentos com alto campo, atingindo freqiiéncias de ressonancia de 300,
600 e 900 MHz, o problema da sobreposicdo e da sensibilidade foram
atenuados.

A natureza ndo-seletiva da espectroscopia de RMN, que em principio
seria uma desvantagem da técnica para estudos de fluidos corporais, se
mostra como uma qualidade muito importante se observada por outro prisma.
Vejamos: com a espectroscopia de RMN torna-se possivel a observacao de
efeitos de interagcdo molecular e a construcdo de uma “impressao digital
metabdlica” que pode ser utilizada para fazer associacdes com disfuncoes
organicas, desordens do metabolismo ou mesmo para estudar rotas
metabdlicas e toxicidade de farmacos. Mas, o fator responsavel pela mudanca
de paradigma nesta seara foi a utilizacdo de ferramentas estatisticas na
interpretacdo dos dados de RMN 'H. Ou seja, a analise multivariada dos
espectros de RMN 'H de biofluidos, utilizando técnicas como a andlise de
componentes principais (ACP) e andlises de discriminantes (DA), por exemplo,
permitiu associar mudancgas no perfil de metabdlitos endégenos dos biofluidos
a exposicao a agentes quimicos, habitos alimentares ou estados patoldgicos,
sendo possivel discriminar e agrupar as amostras sem a necessidade de pré-
tratamentos mais elaborados ou separacao fisica dos componentes da

amostra, tal qual os tratamentos exigidos para as andlises por via
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cromatografica, por exemplo. O objetivo a partir de entdo deixou de ser
quantificar uma determinada substancia no biofluido, mas observar mudancas
no perfil de metabdlitos endégenos neste biofluido. H4 uma série de trabalhos
nessa linha de pesquisa, utilizando urina e/ou soro, sejam provenientes de
animais, sejam de humanos. Estes métodos sao rapidos, simples, reprodutivos
e, na maioria das vezes, minimamente invasivos - caracteristicas essenciais
para um bom método analitico. Isso deu origem a uma nova area do

conhecimento denominada metabon6mica [58-61].

Metabonémica

A metabondémica pode ser definida como a medida quantitativa da
resposta metabodlica multiparamétrica, relacionada com o tempo, de sistemas
vivos a algum estimulo fisiopatolégico ou modificacdo genética [61].
Normalmente, a estratégia metabonémica € aplicada a biofluidos que séo
obtidos de maneira n&o-invasiva (urina) ou minimamente invasivas (sangue).
Mas, ha também relatos na literatura da utilizacdo de biofluidos de obtencao
mais complexa, como fluido cérebro-espinal, seminal, sobrenadantes de cultura
de células, extratos de tecidos e sémen, dentre outros.

As andlises clinicas, via de regra, buscam determinar a presenca e a
quantidade de algum biomarcador especifico que possa auxiliar no diagndstico
de uma enfermidade. Para investigar o funcionamento dos rins, por exemplo,
utiliza-se o teor de creatinina, que estd associado a atividade renal; a funcéo
hepatica € acompanhada pelos niveis séricos das aminotransferases (AST e
ALT). Essas determinagdes podem ser feitas utilizando imunoensaios, como o

ELISA ou utilizando algum método cromatografico mais especifico, como
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HPLC-MS (cromatografia liquida de alta performance acoplada a
espectrometria de massas) ou GC-MS (cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas).

Durante a década de 90, foram introduzidas algumas ferramentas
analiticas que tinham como objetivo comum descrever qualitativa e
quantitativamente todos os compostos de baixa massa molecular presentes
numa célula animal ou vegetal. Esse conjunto de técnicas foi denominado
metabolédmica, a partir do conceito de metaboloma [62]. Por definicao,
metaboloma é o conjunto de todas as moléculas de baixa massa molecular
(metabolitos) presentes numa célula que, em geral, participam de reacdes
metabdlicas e sdo necessarias para o funcionamento normal, manutencéao e
crescimento de uma célula. Esses metabdlitos sdo compostos organicos
(aminoacidos, acidos graxos, vitaminas, lipideos e carboidratos, por exemplo),
inorganicos e espécies elementares. A extensdo do metaboloma varia bastante
dependendo do organismo que esta sendo estudado. Por exemplo, a
Saccharomyces cerevisiae contém cerca de 600 metabdlitos, enquanto o
metaboloma humano possui centenas de milhares de metabdlitos primarios e
secundarios.

Quando comparamos o metaboloma com o proteoma (combinagdes a
partir de 20 aminoacidos) e o transcriptoma (combina¢des a partir de 4 bases
nucleotidicas ligadas com agucar e grupos fosfatos), o metaboloma oferece
infinitas possibilidades de combinagéo, o que produz uma grande variacao nas
propriedades fisicas (volatilidade) e quimicas (massa molecular, ligacdes de

hidrogénio, polaridade, solubilidade). Além disso, a concentracdo desses
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metabdlitos pode variar, em ordem de grandeza, de pM (1072 mol/L) até mM
(10 mol/L). Com tantas variaveis, determinar todos esses metabdlitos a partir
de uma simples analise (metabolémica) é tecnologicamente impossivel na
atualidade.

Diferentemente da estratégia normalmente aplicada nas analises clinicas
convencionais e na metabolémica, a estratégia metabonémica fundamenta-se
num principio basico dos sistemas vivos denominado de homeostase: toda vez
que um ser vivo é exposto a algum agente tdxico, patolégico ou mesmo a
alguma situacao de estresse, 0 organismo responde no sentido de restabelecer
a situacao de equilibrio, de forma semelhante a do Principio de Le Chatelier.
Essa busca por restabelecer o estado de equilibrio, provoca uma alteracao na
concentracao de metabdlitos endégenos nos biofluidos envolvidos no processo.
Na analise clinica convencional, os métodos visam determinar a presenca ou a
alteracao na concentracao de um metabdlito especifico, seja ele endégeno ou
exogeno. Na estratégia metabonémica analisa-se o biofluido como um todo e,
usando ferramentas estatisticas, associam-se mudancas no perfil dos
metabdlitos presentes no biofluido com a agressao sofrida.

No desenvolvimento das estratégias metabolémica e metabondmica,

alguns conceitos sao importantes, tais como:

Andlise de Metabdlitos — Determinacéao qualitativa e quantitativa de um ou mais

metabdlitos relacionados a uma reacdo metabdlica especifica. Esse tipo de
analise exige uma preparacdo cuidadosa da amostra com a separacao do
metabdlito de interesse. Normalmente, utiliza-se uma separacao

cromatografica seguida de um método sensivel de deteccdo, como MS
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(espectrometria de massas) ou UV/VIS (espectroscopia na regidao do

ultravioleta e visivel), garantindo, assim, baixos limites de detecgéo.

Perfil Metabdlito — Identificacdo e quantificacdo de um conjunto de metabdlitos

previamente definidos, geralmente relacionados a alguma rota metabdlica
especifica. Assim como na analise de metabdlitos, uma preparacao criteriosa
da amostra seguida de analise cromatografica e MS ou UV é necessaria. Na
industria farmacéutica, esse expediente é utilizado com freqiiéncia no estudo
de novas drogas, na identificacdo dos metabdlitos exégenos para identificar a
rota metabodlica da droga e toxicidade, bem como no estudo dos efeitos do

tratamento terapéutico.

“Impressdo Digital Metabdlica” — E uma andlise global e rapida, objetivando

classificar uma amostra. A identificacdo e quantificacdo dos metabdlitos
normalmente ndo sdo necessarias. Ou seja, € uma ferramenta de rastreamento
utilizada para discriminar amostras de diferentes origens ou status biologico. O
tratamento da amostra é simples e, como ndo é necessdaria uma separacao
cromatografica, o tempo de andlise é muito curto. No entanto, o sucesso dessa
técnica esta diretamente ligado a uma adequada manipulacdo dos dados
usando ferramentas estatisticas apropriadas. Isso € necessario porque ndo ha
uma etapa de separacdo dos metabdlitos e, portanto, a sobreposicdo dos
dados é uma constante.

A “impressdo digital metabdlica” esta particularmente inserida na
estratégia de andlise metabonémica, uma vez que dispensa a identificacdo dos
metabdlitos, visando Unica e exclusivamente classificar as amostras. No nosso

trabalho, € esse modelo que adotamos.
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Apesar da “impressao digital metabdlica” dispensar a identificagcdo dos
metabdlitos, quando a analise utiliza a espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear, em muitos casos isso é possivel. E comum na literatura [63]
a identificacdo de alguns metabdlitos — creatinina, lactose, éxido de trimetil
amonio (TMAO), por exemplo, nos espectros de RMN 'H de urina ou soro,
quando for o caso. Ha inclusive a construgdo de bancos de dados com essas
informacoes.
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Figura 3 — Identificacdo de metabdlitos em espectro de RMN "H de urina de humanos.

Entao, se o objetivo é identificar e quantificar um determinado metabdlito
ou um conjunto de metabdlitos, as técnicas cromatograficas associadas a
espectrometria de massas sdo imbativeis. Por outro lado, se o objetivo é tragar
um perfil metabdlico e associa-lo a alguma doenca ou circunstancia em
particular, a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear tem uma
importante contribuicdo a dar. A espectrometria de massas, associada as
técnicas cromatograficas, € a grande rival da espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear, se é que podemos assim afirmar, no que diz respeito a sua

aplicagdo para fins metabonémicos [64-66]. De uma maneira geral, a
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espectrometria de massas, acoplada a algum sistema cromatografico, se
presta muito bem na identificacdo quimica dos metabdlitos e, por conta de sua
alta sensibilidade e seletividade, na quantificacdo desses metabdlitos no
biofluido. Por outro lado, a ressonancia magnética nuclear € muito pratica no
tocante a preparacdo da amostra, reprodutibilidade, versatilidade e na
construgao de perfis espectrais correlacionados com a condigdo bioldgica do
doador da amostra.

Um fator complicador para utilizar o espectro de RMN 'H da urina
humana para fins de diagnéstico, ou classificacdo, esta associado a grande
variabilidade na composicdo de metabdlitos endégenos quando comparada a
composi¢ao de metabdlitos enddégenos presentes em urina de cobaias. Isso se
da por conta de fatores como mudancas na dieta, habitos culturais, condicdes
climaticas, dentre outros [67]. Bollard e colaboradores [68] compararam 0s
dados espectrais obtidos a partir de urina de humanos, coelhos, ratos e
camundongos, e demonstraram que a variancia nos dados de humanos é
significativamente maior do que as obtidas a partir de cobaias.

Essa variagcdo € preocupante uma vez que a mesma pode ser (e
freqientemente €) mais significativa do que a variacdo que o pesquisador,
porventura, queira investigar. Em outras palavras, em estudos que utilizam
analise de componentes principais (ACP), as primeiras componentes estarao,
via de regra, associadas a essas variagdes inerentes e ndo ao objeto de
investigagdo. Isso explica o fato de ser mais comum na literatura observarmos

maior numero de trabalhos, no caso de amostras de humanos, que utilizam
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analise de discriminantes (DA), uma vez que esta ferramenta faz uma

associacgao direta com o objeto de estudo, do que trabalhos que utilizam ACP.
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Figura 4 — Evolugéo do numero de publicagbes (esquerda) e citagdes (direita) para os top/cos
metabonomics ou metabonomic na web of science® (IS Web of Know/edge ) -
Pesquisa realizada em 02.07.2009.

O desenvolvimento da metabondémica como ferramenta analitica é uma
realidade inegavel na comunidade cientifica. A Figura 4 apresenta analise
estatistica, obtida no site da Web of Science®, com a evolugdo no niimero de
artigos publicados ao longo dos anos para os tépicos metabonomic or
metabonomics, bem como o numero de citagdes com 0s mesmos termos.
Podemos observar que os primeiros trabalhos surgiram em 2000 e que tanto o
nuamero de publicacées quanto o de citagcdes crescem fortemente ao longo dos
anos. Até a data da pesquisa, haviam 1.053 artigos publicados, 15.861 citacoes

e indice-h igual a 59.
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Estatistica Multivariada

Nenhum trabalho que envolva técnicas metabonbmicas ¢é
suficientemente claro se nao fizer uma abordagem sobre estatistica
multivariada e quimiometria propriamente dita. Neste trabalho, faremos uma
abordagem tedrica, sem aprofundamentos matematicos, mas garantindo um
rigor conceitual para que possamos compreender todas as etapas da
construgdo do modelo. Nao trataremos de todas as ferramentas multivariadas,
mesmo porque este ndo é o objetivo do trabalho, mas daquelas que, do nosso
ponto de vista, poderiam ser aplicadas ao problema.

O problema que estamos estudando claramente necessita de uma
abordagem multivariada. Por isso, precisamos escolher o método mais
adequado. Existem varias ferramentas multivariadas disponiveis para as mais
diversas necessidades. Por exemplo: se o objetivo da andlise é verificar o
guanto as amostras se relacionam ou o quanto elas sdo semelhantes segundo
as variaveis estudadas, as ferramentas mais indicadas sdo a andlise de grupos
(cluster analysis) e a analise de componentes principais (ACP); se a finalidade
€ fazer previsdes, a regressdo linear multipla ou redes neurais podem ser
utilizadas; se o trabalho envolve variaveis de classe, ou seja, se o problema é
de classificacdo, a anélise de discriminantes apresenta-se como op¢ao.

O nosso problema inicial envolve variaveis de classes, uma vez que
temos que classificar amostras de urinas a partir dos espectros de RMN de 'H,
como sendo de pacientes infectados, ou nado, pelo virus da hepatite C. Isto
sugere 0 uso da analise de discriminantes. Por outro lado, nosso problema

também parte do pressuposto de que as amostras dos pacientes positivos para
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o HCV tém (ou deveriam ter) algo em comum e diferente das amostras
fornecidas por pacientes que testaram negativo para o HCV. Isso motiva 0 uso
de uma abordagem com base em andlises de grupos ou de componentes

principais.

Analise de Componentes Principais

A analise de componentes principais (ACP) é realizada quando se
pretende simplificar a descricdo de um conjunto de dados, cujas variaveis sao
correlacionadas entre si, sem perder a informacdo contida nas mesmas. A
técnica pode ser compreendida como um método para transformar o conjunto
de variaveis originais e correlacionadas em um novo conjunto de variaveis nao-
correlacionadas, denominadas componentes principais. Cada componente
principal (CP) é uma combinacgéo linear das varidveis originais e explica parte
da varidncia dos dados que nao é explicada por nenhuma outra CP. Os
coeficientes dessa combinacéo linear traduzem a importancia de cada variavel
original para a componente. Em outras palavras: cada variavel original tem um
peso caracteristico para a CP.

Em geral, as CPs sédo apresentadas em ordem decrescente em funcgéo
do quanto elas explicam da variancia dos dados. Ou seja, a CP1 é aquela que
explica a maior parte da variancia, seguida da CP2, da CP3 e assim por diante.
E comum a representagdo grafica a partir das primeiras componentes
principais (CP1 versus CP2, por exemplo), uma vez que nessas componentes
principais esta a maior parte da variancia dos dados. Porém, nem sempre
essas componentes estdo relacionadas ao objeto de estudo, sendo necessario

utilizar outras componentes principais. No nosso estudo, essa afirmacéao se faz

Ricardo Oliveira da Silva 42




Tese de doutorado

presente, uma vez que o objeto de investigacdo — infeccao pelo virus da
hepatite C (HCV), nado é a principal fonte de variacdo nos dados espectrais
fornecidos pelas amostras de urinas. Assim sendo, nesses casos podem ser
utilizadas outras ferramentas de estatistica multivariada, ou mesmo associar
mais de uma ferramenta.

A andlise de componentes principais produz duas matrizes, sendo uma
matriz formada pelos scores de cada amostra nas referidas combinacdes
lineares, ou seja, CP, e uma segunda matriz formada pelos pesos de cada
variavel original nas CP. A representacao grafica citada acima é feita a partir da
projecao dos scores de cada amostra nas CP. Portanto, cada amostra € um
ponto no grafico CP1 versus CP2, por exemplo.

E possivel também representar graficamente os pesos de cada variavel
original para um conjunto de duas ou trés CPs, obtendo assim um grafico bi ou
tridimensional. Essa representacdo € requerida quando se pretende analisar

quais variaveis originais sdo mais importantes para distinguir as amostras.

Analise de Discriminantes

A andlise de discriminantes € usada para classificar uma amostra dentro
de uma populacao, distinguindo-a, em um universo de dois ou mais grupos, a
partir de um conjunto de medidas. De uma forma geral, a analise de
discriminantes é feita com um conjunto de amostras, denominado grupo de
treinamento, cuja classificacdo é conhecida. Essas analises servem para a
construgcdo do modelo estatistico que sera utilizado para classificar amostras

de classificacdo desconhecida.
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Diferentemente da analise de componentes principais, onde as variaveis
sdo tratadas de forma igualitaria, a analise de discriminantes requer a
existéncia de dois grupos de variaveis: variaveis dependentes e variaveis
independentes.

Antes de tratarmos da andlise de discriminantes, propriamente dita, é
necessario entendermos o conceito de classificacdo. Em estatistica, utilizam-se
diferentes métodos para avaliar a funcao discriminante. Um desses métodos é
a chamada fungéo de classificagéo.

Normalmente, quando a analise de funcao discriminante é utilizada para
distinguir entre dois grupos, o método de Fisher e a funcao de classificagdo sao
utilizados. Vamos nos deter a esse tipo de caso (dois grupos), uma vez que &
essa a situacdo que estamos estudando. Para ilustrar, suponhamos que uma
determinada amostra pertenca a um de dois grupos. Podemos considerar que
essa amostra pode ser classificada em um desses grupos a partir de uma
medida de uma caracteristica, denominada X. Consideremos também que
dispomos de amostras representativas de cada um dos grupos e temos a
medida da caracteristica X para cada uma dessas amostras. Com isso,
podemos construir um grafico da distribuicdo dos valores de X para cada um

dos grupos. Esses valores podem ser representados como na Figura 5.

Populacao II Populacio I

% | '\ X

Figura 5 — Distribuigdo hipotética de freqiiéncias de dois grupos
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A partir da Figura 5, podemos deduzir que valores pequenos de X
induzem-nos a classificar a amostra como pertencente ao grupo Il, enquanto
valores altos levam a classificar a amostra como integrante do grupo |. Mas,
como definimos 0 que sao valores altos e 0 que sado valores baixos? Além
disso, podemos observar também que ha uma regidao de sobreposicao no
grafico, o que provoca classificacbes dubias. Como medir o grau de
classificacdes incorretas?

O primeiro questionamento é solucionado admitindo-se um ponto C,
intermediario, e classificando a amostra no grupo | se X = C, caso contrario, a
amostra é classificada no grupo Il. Considerando que os grupos tém a mesma

variancia, entao o valor de C é:

(YI +§11)
2

C =

Onde: X, e X, sdo as médias aritméticas das medidas da
caracteristica X para os grupos | e Il.

Este valor de C garante que as duas probabilidades de erro sao iguais.
No entanto, essa é uma situacao idealizada que dificilmente acontece em
casos reais. O que normalmente acontece é que as variancias raramente sao
iguais e as distribuicbes de freqiiéncia sao grandes, provocando uma grande
sobreposicao nas distribuicbes. Isso pode ser minimizado aumentando o
namero de variaveis utilizadas para a classificacao. Por exemplo, se utilizarmos
duas variaveis, X; e Xo, para a classificagao, podemos produzir dois graficos de
distribuicdo univariada para os grupos. A combinacao desses graficos origina
uma sobreposicdo, via de regra, menor entre as distribuicdes, conforme

representado na Figura 6.
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X,

Regiao Il

&)

Figura 6 — Classificagdo em dois grupos a partir de duas variaveis.

A linha que divide a regido de sobreposicdo das distribuicbes, na
representacao bivariada, foi representada por Fisher como uma equacgao Z = C,
onde Z é uma combinagdo linear de X; e X, denominada de funcao

discriminante de Fisher, assim representada:
Z= (ale +a2X2)
Enquanto C € uma constante assim definida:

(ZI +211)
2

C=

Onde: Z; e Zu sdo as médias aritméticas dos valores de Z nos grupos | e II.
A Figura 6 apresenta a distribuicdo de freqiéncia de Z separadamente
para cada grupo. Neste caso, o problema de classificacao bivariada € reduzido

para uma situacao univariada usando a variavel Z.
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Considerando que Z € uma combinacao linear, podemos associar entao
uma variancia Sz°. Portanto, no caso de dois grupos, podemos definir a

distancia (D?) entre os dois grupos assim:

(ZI _ZII )2
s’

D* =

D? é chamado de distancia Mahalanobis e os coeficientes da
combinacéo linear (a1 e az) da fungéo discriminante sdo escolhidos de maneira
a produzir o maior valor possivel de D? diminuindo a probabilidade de
classificacdo dubia. Estes coeficientes da combinacdo linear nédo sao
diretamente comparaveis. No entanto, uma indicacédo do efeito relativo de cada
variavel sobre a funcéo discriminante pode ser obtida se padronizarmos esses
coeficientes usando a matriz de covariancia. Esses coeficientes assim obtidos
s&o denominados de coeficientes discriminantes padronizados.

Mesmo escolhendo adequadamente os coeficientes da combinagéo
linear, sempre ha a possibilidade de fazer uma classificacao errada. Assim, é
interessante calcular a probabilidade de um determinado caso ser classificado
em um ou outro grupo, o que € feito apés a andlise. Por conta disto, esta é
denominada de probabilidade posterior. A amostra € associada ao grupo de
maior probabilidade posterior.

Por definicdo, o ponto C produz uma igualdade nos erros de
classificacao, seja na classificacao equivocada de um caso da populacéo | na
populagéo Il, ou vice-versa. No entanto, o valor de C pode ser ajustado para
produzir outra razdo de probabilidades de erro. Para isso, precisamos entender

o conceito de probabilidade a priori. Partindo do principio de que uma
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populacao é constituida de populacdes sobrepostas, € interessante examinar o
tamanho relativo das mesmas. A probabilidade a priori da populacdo | é a
probabilidade de um individuo escolhido aleatoriamente ser da populagéo |. Em
outras palavras, € a proporcao de individuos da populacao sobreposta que sao
da populacéo I. Assim, a probabilidade a priori de ndo pertencer a populacao |
(e ser da populacao Il, no caso de dois grupos) € a unidade menos a
probabilidade de pertencer a populagao I. Num modelo multivariado normal, o

valor ideal para C é dado pela expressao:

{EEfs)

Onde: Z,; e Z, sao as médias aritméticas dos valores de Z nos grupos | e Il; e

qi € qi séo as probabilidades a priori para os grupos |l e I, respectivamente. Se

qu € qi sdo iguais, entdo o segundo termo da expressao € eliminado (ln(@j =
4q;

0) e voltamos a equacao inicial.

Usar as mesmas amostras que foram utilizadas na construcéo da fungao
de discriminacao para avaliar o0 modelo ndo é a forma mais apropriada de
avaliacao. O ideal é ter dois conjuntos de amostras, sendo o primeiro conjunto
utilizado para a construgdo do modelo e o segundo grupo para avalia-lo.
Porém, nem sempre isso € possivel, uma vez que para tal seria necessario um
grande numero de amostras. Uma alternativa viavel € utilizar o método da
validagao cruzada, que consiste em retirar uma amostra do conjunto e construir
o modelo com as demais amostras e usando este modelo para classificar a

amostra excluida. O mesmo procedimento é feito para todas as amostras. Ao
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final do processo, avaliam-se os numeros de classificagbes corretas e
incorretas obtidos pelos modelos.

A avaliacdo também é feita a partir das distancias Mahalanobis (D?),
determinando a probabilidade (Prob) de uma amostra do grupo Il, por exemplo,
ser classificada no grupo | e vice-versa, usando a expressao:

Prob = % , onde K = ln(@j
D q;

No entanto, é fundamental selecionar corretamente as varidveis que
serdo utilizadas no modelo, selecionando apenas aquelas que tém melhor
correlacdo com o problema estudado. Em outras palavras, selecionando
aquelas variaveis que distinguem as amostras pertencentes a grupos
diferentes. Alguns procedimentos podem ser utilizados para esse propésito. As
técnicas de selecao de varidveis consistem de passos sucessivos e sao
denominadas de regressdo passo a passo. NOs podemos descrever esses
procedimentos considerando certos subconjuntos de variaveis independentes,
no nosso caso, deslocamentos quimicos (8), e selecionando aqueles
subconjuntos que apresentam maior correlagdo com a variavel dependente.

Porém, antes de apresentar os procedimentos de selecédo de variaveis, é
importante descrever um importante teste que sera utilizado na selecao das
variaveis independentes que melhor se relacionam com a variavel dependente.
Esse teste é denominado de teste F.

Consideremos que nés estamos convencidos de que as variaveis Xy, Xo,
Xs,..., Xp devem ser utilizadas na equacdo de regressao linear de um

determinado sistema. Consideremos também que dispomos também das
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medidas de Q variaveis adicionais (Xp.1, Xps2,..., Xp+q). Antes de decidirmos se
alguma das variaveis adicionais deve ser adicionada a equacgao de regressao,
devemos testar a hipétese de que, como um grupo, as Q variaveis nao
melhoram a equacgdo de regressdo. Para isso, inicialmente determinamos a
soma residual quadratica da equacao que foi construida com todas as (P + Q)
variaveis (RSSp.q); repetimos o procedimento e calculamos a soma residual
quadratica da equacao que foi construida apenas com as P primeiras variaveis

(RSSp). O teste F é calculado assim:

RSS, —RSS,.,
H{ (Rsfp+g) }H
(N-P-0-1)

Onde N é o numero total de medidas.

A hipétese é rejeitada se o valor de F for maior do que o valor de F
tabelado no nivel de confianca desejado para Q e (N—- P — Q — 1) graus de
liberdade.

Dito isto, consideremos a andlise de discriminantes (DA) propriamente
dita. Em linhas gerais, a DA é uma regressao multivariada que utiliza como
variavel dependente uma variavel de classe. Assim sendo, € possivel utilizar o
teste F para testar a hipoétese de que uma determinada variavel é significativa
ou nao na construcdo da funcao discriminante.

Entdo, retomando a questdo da selecdo das variaveis, o primeiro
procedimento que iremos descrever trata-se do método de selecao progressiva
(forward stepwise). Inicialmente, poder-se-ia, a partir da matriz de correlagéo,

selecionar a variavel com maior correlacdo absoluta com a variavel
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dependente. Em seguida, selecionar-se-ia uma segunda variavel, que
necessariamente nao seria a que tem maior correlagdo com a variavel
dependente, mas seria aquela que minimiza a soma residual quadratica
deixada pela primeira variavel selecionada. Isso equivale a dizer que a
segunda variavel selecionada vai maximizar o valor do teste F, indicando que
esta variavel é significativa para o modelo. O procedimento é repetido até que o
examinador esteja satisfeito com o modelo. Mas, quando isso acontece? Em
geral, utiliza-se o teste F também com essa finalidade, ou seja, determinar um
valor de corte. Esse valor normalmente é denominado de F-to-enter.

Um segundo procedimento utilizado para selecao das variaveis a serem
utilizadas na funcao discriminante € o método da eliminagdo passo a passo
retroativa (backward stepwise). Neste método, inicia-se o processo com todas
as variaveis na fungado discriminante e, uma de cada vez, as variaveis sao
eliminadas da funcdo, utilizando novamente o teste F para distinguir as
variaveis que sao significativas das que nao sao significativas para a
modelagem. Aqui, o valor de F utilizado como corte é denominado de F-to-
remove.

Outra forma de tratar a questao da escolha das variaveis para o modelo
€ considerar a contribuicdo de conjuntos de variaveis e escolher o conjunto que
melhor distingue os grupos. Isso pode ser feito utilizando um parametro
denominado /lambda de Wilks, que é um valor, entre 0 e 1, que indica o0 quanto
uma variavel é importante para o modelo. Quanto mais proximo de 1, mais
importante é a variavel para o modelo. A rigor, o lambda de Wilks € um teste

estatistico utilizado na Analise da Variancia Multivariada (MANOVA) para testar
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se ha diferenca entre as medidas de grupos conhecidos, a partir da
combinacao de um conjunto de variaveis dependentes. Dessa forma, o lambda
de Wilks é uma medida direta da proporcao da varidncia na combinacado das
variaveis dependentes que ndo é explicada pela variavel independente. Se
uma grande proporcao da variancia é explicada pela variavel independente,
pode-se concluir que ha um efeito a partir da variavel independente e que,
portanto, os grupos tém valores médios diferentes. Para uma leitura mais
aprofundada sobre as ferramentas utilizadas na estatistica multivariada, pode-

se utilizar os livros de Afifi & Clark e Kachigan [69, 70].
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Capitulo I

Desenvolvimento
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A Multidisciplinariedade da Espectroscopia de RMN

O nosso trabalho desenvolveu-se a partir de algumas parcerias que
foram estabelecidas no sentido de usar a espectroscopia de RMN para
solucionar diferentes tipos de problemas relacionados com a estrutura quimica
de determinados compostos e materiais, investigagdes forenses e estudos de
mecanismos de reagdo e processos, explorando assim o carater
multidisciplinar da espectroscopia de ressonancia magnética multinuclear.

Assim, nés utilizamos as mais diferentes técnicas em solucido e no
estado soélido para: a) elucidacao estrutural — cloridrato de cocaina, “crack” e
um organohalogenado, que fora utilizado como inalante, levando a vitima a
Obito; b) assinalamento e criacdo de banco de dados espectrais — série de
trifluoroboratos organicos e 1,2,4-oxadiazéis; ¢) estudos de mecanismos de
reacdo e processos — formacdo do complexo de Meisenheimer durante
hidrélise alcalina do 3,5-dinitro benzoato, formacado de N-(arilaminometil)
ftalimidas, estabilidade de polifosfatos frente a radiacdo gama, efeito das ondas
de ultrassom sobre solucao de polianilina em DMSO e investigacao de erro de
formulacao de farmaco; d) metabon6émica — investigacao de infeccao pelo virus
da hepatite C usando amostras de urina dos pacientes.

Todas essas parcerias sao descritas nas paginas que seguem.
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Cocaina e suas formas de apresentacao: Cloridrato de Cocaina
e “Crack”

A cocaina € um composto organo-nitrogenado extraido de uma planta
nativa da America do Sul popularmente conhecida como coca (Erytroxylum
coca). A mesma € encontrada normalmente na forma de pasta de coca,
também chamada de bazuca, que é um extrato de folhas de coca misturadas
com agua, querosene e acido sulfurico; cloridrato de cocaina, que € um poé
branco, cristalino, solavel em agua e que se decompde quando submetido a
altas temperaturas; ou na forma de base livre ou “crack”. A base livre e o
“‘crack” tém a mesma estrutura quimica, diferindo apenas na forma de
obtencdo. A primeira € obtida a partir da dissolugdo do cloridrato de cocaina
em agua, adicionando uma base, como a aménia, e um solvente organico,
como éter. Assim, o alcaldide dissolve-se na fase organica, podendo ser
retirado da mesma por evaporacdo. O “crack”, por sua vez, € obtido de forma
mais simples, bastando adicionar hidréxido de sédio ou bicarbonato de sédio e
aquecer a mistura, obtendo um soélido que é comercializado na forma de
pedras. Essa forma de obtengcdo tem a vantagem de né&o utilizar um solvente
organico [71].

E comum na Bolivia, por exemplo, o habito de mascar folhas de coca.
Essa pratica ndo produz os efeitos causados pelo uso de formas purificadas do

entorpecente devido a limitada absor¢cdo gastrointestinal e da pequena

quantidade de cocaina contida nas folhas de coca.
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Por conta de suas diferentes propriedades quimicas, cloridrato e
alcaldide tém diferentes formas de administracdo. O cloridrato de cocaina,
devido a sua solubilidade em agua e o fato de decompor-se frente a altas
temperaturas, normalmente é utilizado por via intravenosa ou intranasal.

O “crack” e a base livre, devido a seus pontos de fusdo, podem ser
fumados isoladamente ou misturados com maconha ou tabaco. A presenca
residual de éter na base livre traz risco e desconforto adicionais ao usuario,
com isso observa-se uma reducdo gradual na sua utilizagdo, tendo o “crack”
passado a ser a formulacao preferencial.

A tipificacdo do crime, segundo o Codigo Penal Brasileiro, quando
alguém ¢ apreendido com cloridrato de cocaina ou “crack”, € a mesma. No
entanto, na rotina de investigacao policial € importante determinar toda a rede
envolvida com o trafico de entorpecentes. Ou seja: € fundamental, para a
investigagcdo, determinar a historicidade da amostra. A autoridade policial ndo
pode ficar a mercé de depoimentos e confissdes apenas. Nesse sentido, faz-se
necessario o desenvolvimento de métodos de analise que possam auxiliar a
investigacao.

A andlise de cocaina inclui testes de orientacédo e confirmacao. Os testes
de orientacdao sdo de facil operacdo, rapidos e simples, mas com baixa
especificidade. Ou seja, com muitos casos de falsos-positivos. Assim, para
efeitos de desdobramentos juridicos, testes mais especificos sdo necessarios
para confirmagéo.

Os testes de confirmacdo normalmente sdo baseados em técnicas de

cromatografia em fase gasosa (GC), ou liquida (HPLC), acopladas a sistemas
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de deteccdo que apresentam alta taxa de sensibilidade e especificidade, como
os espectrometros de massas (MS) e espectrofotdbmetros no ultravioleta-visivel
(UV-Vis) [72, 73]. A vantagem na utilizacdo do GC-MS ¢é o fato de obtermos
dois parametros de confirmacédo: o tempo de retencao (a partir do GC) e o
espectro de massas, com dados que dizem respeito a estrutura do analito,
funcionando como uma “impresséao digital” do composto.

No entanto, esses testes nao distinguem o cloridrato de cocaina do
“crack”, uma vez que apds o pré-tratamento a substancia é analisada na forma
de alcaléide. Neste trabalho, nés utilizamos a espectroscopia de RMN de 'H e
de '®C, no estado liquido e sélido, visando caracterizar e distinguir essas duas

formas de apresentacao da cocaina.
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Distincao entre Cloridrato de Cocaina e “Crack” usando

Técnicas de RMN em Solucao e no Estado Sdlido

A espectroscopia de RMN no estado sélido € uma poderosa ferramenta
para fins de elucidacdo estrutural e para o estudo de cristalinidade dos
compostos, sendo capaz de distinguir as formas cristalinas e amorfas de uma
dada substancia. E muito utilizada no desenvolvimento e estudo de polimeros,
novos materiais, na industria petroquimica e na engenharia, tendo também
relato de utilizacao na ciéncia forense, com a caracterizacdo de comprimidos
de ecstasy [74]. Neste trabalho, nds caracterizamos e distinguimos amostras
de cloridrato de cocaina e “crack” apreendidas no estado da Paraiba, pelas
policias civil e federal.

Procedimento Analitico

As amostras de cloridrato de cocaina e “crack” foram obtidas em
operacdes policiais no estado da Paraiba e a confirmacao de que se tratam de
cocaina foi feita utilizando GC-MS.

Os espectros de massas foram obtidos utilizando um espectrometro
Finnigan MAT GCQ lon Trap acoplado com um cromatografo em fase gasosa,
equipado com uma coluna DB-5, 30m de comprimento e 0,25 mm de didmetro
interno. A energia do impacto de elétrons para obtencao do espectro foi igual a
70 eV e a fonte de ions foi mantida a 175°C. As condicbes cromatograficas
utilizadas foram: temperatura inicial do forno igual a 60°C, taxa de aquecimento
igual @ 10°C.min™", temperatura final do forno igual a 275°C e temperatura do
injetor igual a 250°C. O gas de arraste utilizado foi hélio, com velocidade linear

de 40 cm.s™ e razdo de divisdo igual a 1:60.
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Os espectros de RMN em solucdo foram obtidos usando os seguintes
parametros: 'H — janela espectral igual a 5 kHz, tempo de aquisicdo igual a
3,7 s e 16 repeticdes; '°C — janela espectral igual a 16,5 kHz, tempo de
aquisicao igual a 2,5 s, tempo de espera igual a 2,0 s e 512 repeticoes; os
espectros bidimensionais foram obtidos com a amostra parada, enquanto 'H,
8C e DEPT foram obtidos com rotagdo de 20 Hz. Todos foram obtidos a
temperatura ambiente. No processamento dos espectros '°C e DEPT utilizou-
se line broadening igual a 1,0 Hz. Utilizou-se os deslocamentos dos
hidrogénios residuais dos solventes (DO — & 4,72 ppm e CDClI;— 6 7,26 ppm)
como referéncia interna de deslocamento quimico.

Os espectros de RMN de *C no estado sélido (CP-MAS e CP-MAS-DD)
foram obtidos usando rotor de nitreto de silicio, com 5 mm de diametro interno,
girando no angulo magico (MAS — 54,7°) com rotagédo variando de 4 — 5 kHz.
Utilizou-se janela espectral igual a 50 kHz, tempo de contato igual a 800 ms,
tempo de espera igual a 2,0 s, tempo de aquisicdo igual a 50 ms e 512
repeticdes. Os espectros foram processados usando line broadening igual a
10 Hz. O sinal do grupo metil do hexametilbenzeno (HMB) foi utilizado com

referéncia externa de deslocamento quimico (& 17,3 ppm).
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Resultados e Discussao

A Figura 7 apresenta as férmulas estruturais da cocaina, nas formas de

alcaléide e de cloridrato.

Figura 7 — Férmulas estruturais da base livre de cocaina (esquerda) e cloridrato de cocaina
(direita).

Considerando que as amostras utilizadas no estudo sao resultado de
apreensao policial, se fez necessario caracteriza-las; o que foi feito usando a
espectrometria de massas. Todas as amostras foram dissolvidas em
cloroférmio e estavam, portanto, na forma de base livre. O espectro de massas,
Figura 8, apresenta alguns sinais que se destacam: o ion-molecular m/z 303 e
0 pico base m/z 82, tendo ainda outro sinal muito intenso em m/z 182.

O espectro é semelhante ao encontrado na literatura [75] e na biblioteca
de espectros Wiley229 para a cocaina (CAS 50-36-2), podendo os sinais

destacados ser atribuidos as espécies apresentadas na Figura 9.
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Comment: Amostra Identiticada - 11 mg / 1 mL
Average of: 996 to 1000 Minus: 978 to 952 100% = 1523584
100% B2
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Figura 8 — Espectro de massas de amostra de cocaina apreendida durante operacgéo policial na
Paraiba. GCQ lon Trap, 70 eV.
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Figura 9 — Espécies presentes no espectro de massas da cocaina.

Apo6s confirmar que as amostras efetivamente sdo de cocaina, a
classificacdo como cloridrato de cocaina ou alcaldide deu-se a partir da
solubilidade das mesmas (dgua — cloridrato; solventes organicos — base livre) e
pelo aspecto fisico (pd cristalino e branco — cloridrato; pequenas pedras e pé

amarelado — base livre).
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Caracterizacao por RMN em solucao

Inicialmente, obtivemos os espectros de RMN de 'H e de *C em
solucdo, sendo que para as amostras de cloridrato de cocaina foram obtidos
espectros em D.O, enquanto os da base livre foram obtidos em CDCls. A partir
de experimentos COSY, HETCOR, HMBC e NOESY, foi possivel fazer uma
atribuicdo completa para os sinais de RMN de 'H e de "3C observados.

Os espectros que serao discutidos nas préximas linhas foram obtidos em
CDCI; e, portanto, tratam-se de espectros de amostras na forma de alcalbide.
No entanto, a discussdo também é valida para o caso do cloridrato de cocaina,
cujos espectros foram obtidos em D2O.

O espectro de RMN de 'H (Figura 10) apresenta trés sinais com
deslocamento quimico (8) entre 7,0 e 8,0 ppm, correspondendo aos
hidrogénios do grupo benzoato. H& dois simpletos em oy 2,3 e 3,7 ppm, que

sao atribuidos as metilas H-9 e H-11, respectivamente.
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Figura 10 — Espectro de RMN de "H da amostra de crack, B, = 7,04 T, CDCls.

No espectro DEPT, Figura 12, apenas 12 sinais sdo observados.
Comparando o espectro DEPT com o espectro de RMN de *C (Figura 11), que
apresenta 15 sinais e considerando que a cadeia carbbnica da cocaina
apresenta 15 carbonos magneticamente diferentes, pode-se atribuir o sinal em
6 130,1 ppm ao carbono aroméatico substituido (C-13), enquanto os sinais em &

166,1 e 170,7 ppm podem ser atribuidos as carbonilas.

No espectro DEPT podemos ainda observar trés sinais atribuidos aos
CH’s aromaticos — & entre 120 e 140 ppm; quatro CH’s atribuidos ao anel
tropano — & entre 40 e 70 ppm; trés metilenos — & entre 20 e 40 ppm; e dois

grupos metilas — & entre 30 e 55 ppm.
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Figura 11 — Espectro RMN de ">C da amostra de crack, BO = 7,04 T, CDCl5.

CH3 carbons

CH2 carbons

CH carbons

all protonated carbons

T B B R A A R T T [ A A A B A IR T [ B S S A IR T T [ R A A AR T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 12 — Espectro DEPT da amostra de crack, By, = 7,04 T, CDCls.

Os espectros 2D HETCOR e HMBC foram configurados de maneira tal
que podemos observar acoplamentos Jc.y da ordem de 140 Hz (normalmente
o) € 8,0 Hz (normalmente 3Jc.4), respectivamente.

No espectro HETCOR, Figura 13, o sinal em 64 3,7 ppm apresentou
correlacdo com o sinal em &c 51,5 ppm, enquanto o sinal em dy 2,3 ppm
correlaciona-se com o sinal em d¢c 41,1 ppm. Assim, esses sinais sao atribuidos
aos grupos metilas C-11 e C-9, respectivamente. Essa atribuicao é confirmada

pelo espectro DEPT.

Ricardo Oliveira da Silva 64




Tese de doutorado

o
8] |

'
.

L 1 e B B L B LI e a
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30

F2 (ppm)

Figura 13 — Espectro HETCOR ("H,"*C) da amostra de crack em CDCls, B, = 7,04 T.

Na regido dos sinais atribuidos aos carbonos do anel aromatico, ha um
sinal ndo hidrogenado, ja assinalado como C-13 (& 130,1 ppm), dois sinais de
mesma intensidade (6 128,3 e 129,7 ppm) e outro menos intenso e mais
desblindado (6 132,9 ppm). Este ultimo sinal pode ser atribuido ao carbono C-
16 e, usando o espectro HETCOR, o préton H-16 apresenta-se em o 7,6 ppm.
Para atribuir os outros dois sinais de carbono nessa regiao, precisamos utilizar
o espectro HMIBC (Figura 14). O sinal do carbono C-14 deve apresentar
correlacdo HMBC com a carbonila C-12, enquanto a carbonila C-10 deve
apresentar correlacdo HMBC com a metila C-11. Com isso, podemos atribuir os
sinais com o¢ 128,3 e 129,7 ppm aos nucleos C-15/ C-15" e C-14 / C-14’. Os
sinais com oc 166,1 e 170,7 ppm sao atribuidos as carbonilas C-12 e C-10,
respectivamente. Voltando ao espectro HETCOR, podemos atribuir os sinais

em &y 7,4 € 8,0 ppm aos nucleos H-15/H-15" e H-14 / H-14’, respectivamente.
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Figura 14 — Espectro HMBC ('H, "°C) da amostra de crack em CDCls, By = 7,04 T.

Para finalizar a atribuigcdo, precisamos voltar nossa atencéao para o anel
tropano. Este anel possui sete carbonos e dez hidrogénios magneticamente
diferentes. No espectro de RMN de 'H, observa-se um multipleto em &y 5,2
ppm, que no espectro HETCOR correlaciona-se com o sinal em d¢c 66,7 ppm.
Esses sinais podem ser atribuidos aos nucleos H-3 e C-3, respectivamente.

No espectro DEPT, observa-se trés sinais atribuidos a grupos CH> — 8¢
25,1, 25,4 e 35,3 ppm. Considerando que os ambientes quimicos dos nucleos
C-6 e C-7 sdo semelhantes, podemos atribuir o sinal em §c 35,3 ppm ao
carbono C-4. Os dois atomos de hidrogénio ligados ao carbono C-4 sao
quimica e magneticamente diferentes, um tendo a orientagcdo equatorial e o
outro a orientagdo axial. Assim, eles apresentam-se no espectro de RMN de 'H
com deslocamentos quimicos diferentes. De fato, no espectro HETCOR,

observamos que o sinal em ¢ 35,3 ppm correlaciona-se com dois sinais no
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espectro de RMN de 'H — &4 1,9 e 2,5 ppm, que sdo atribuidos aos nucleos H-4
e H-4’. Para distinguir esses nucleos vamos usar, mais adiante, o efeito nuclear
Overhauser.

No espectro HMBC, os sinais em oc 61,6 e 64,7 ppm apresentam
correlacdo com o sinal em &y 2,3 ppm, atribuido ao grupo metil H-9.
Considerando que apenas o sinal em d¢c 64,7 ppm apresenta correlacdo HMBC
com sinal em &y 3,0 ppm, podemos atribuir os sinais em d¢c 61,6 e 64,7 ppm
aos nucleos C-5 e C-1, respectivamente. A partir do espectro HETCOR, os
nucleos H-1 e H-5 apresentam-se com dy 3,6 e 3,4 ppm, respectivamente.

Ainda no espectro HMBC, o sinal atribuido a carbonila C-10 (3 170,7
ppm) apresenta correlacdo com um sinal em dy 3,0 ppm que, por sua vez,
apresenta correlagdo HMBC com os sinais em d¢c 64,7 e 66,7 ppm, atribuidos
aos nucleos C-3 e C-1; e um sinal em d¢ 35,3 ppm, atribuido ao nucleo C-4.
Assim, o sinal em &y 3,0 ppm pode ser atribuido ao nucleo H-2. Este sinal
apresenta correlagdo no espectro HETCOR com o sinal em d¢c 50,0 ppm,
atribuido, portanto, ao carbono C-2.

No espectro HETCOR, os sinais em §c 25,1 e 25,4 ppm apresentam,
ambos, correlagdo com os sinais em o4 1,7 e 2,2 ppm. Esses sinais
correspondem aos nucleos H-6 / H-7 e H-6' / H-7’. Isso se justifica sabendo-se
que os atomos de hidrogénio ligados ao carbono C-6 sdo quimica e
magneticamente diferentes e, portanto, tém deslocamentos quimicos
diferentes. Raciocinio semelhante pode ser empregado no caso dos atomos de

hidrogénio ligados ao carbono C-7. Entdo, os sinais atribuidos aos nucleos H-6
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e H-7, assim como os sinais atribuidos aos nucleos H-6’ e H-7’, apresentam-se

sobrepostos no espectro de RMN de 'H.
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Figura 15 — Espectro NOEdIff da amostra de crack em CDCl;. Saturagdo do sinal em 6 5,2 ppm

A atribuicdo correta para os nucleos H-6, H-6’, H-7 e H-7' s6 pode ser
feita observando o efeito nuclear Overhauser. De acordo com as estruturas e
numeracao que apresentamos (Figura 7), os nucleos H-6’, H-7° e H-3 estédo
espacialmente préximos e, portanto, devem apresentar efeito Overhauser,
enqguanto os nucleos H-6 e H-7 estao distantes e seguramente nao apresentam
NOE com H-3. A Figura 15 apresenta a subtracdo entre os espectros de RMN
de "H obtidos com e sem saturagéo do sinal atribuido ao ntcleo H-3, em § 5,2
ppm. Observa-se o efeito nuclear Overhauser para trés sinais no espectro, em
6 1,7 (5,4%), 1,9 (3,0%) e 3,0 ppm (2,9%). Assim, o sinal em & 1,7 ppm é
atribuido aos nucleos H-6’ e H-7’, enquanto os sinais em 6 1,9 e 3,0 ppm séo
atribuidos aos nucleos H-4 e H-2, respectivamente. Por conseqiiéncia, 0s
nucleos H-6 e H-7 apresentam-se no espectro em o 2,2 ppm, enquanto o

nucleo H-4’ apresenta-se em 6 2,5 ppm.
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Tabela 1 — Atribuicao dos sinais nos espectros de RMN de 'H e de '°C das
amostras de “crack” e cloridrato de cocaina.

Ndmero “Crack” em CDCls Cloridrato de Cocaina em D,O
(Figura 7) RMNde 'H RMNde™C RMNde'H RMN de °C
(6 - ppm) (6 - ppm) (6 - ppm) (6 - ppm)
1 3,6 64,7 41 63,9
2 3,0 50,0 3,5 46,1
3 52 66,7 5,4 64,5
4 1,9 2.1
2 25 35,3 >4 32,7
5 3,4 61,6 4,0 63,2
6 22 2.4
& 17 25,4 2.0 23,8
7 22 2,3
- e 25,1 >3 22,7
9 2,3 41,1 2.8 39,0
10 - 170,7 - 173,3
11 3,7 51,5 3,5 53,4
12 - 166,1 - 167,2
13 - 130,1 - 128,5
14 /14’ 8,0 129,7 7.8 129,6
15/15’ 7.4 128,3 7,4 129,0
16 7.6 132,9 7.6 134,5

No caso do cloridrato de cocaina, pequenas variacées nos valores de o
sdo observadas, principalmente no anel tropano. Essas variagdes sdo em
funcao da formacéo do sal e do efeito do solvente, que provocaram um ligeiro
aumento nos valores de &y € uma redugdo nos valores de &¢. E interessante
notar que os valores de dc e o4 para os nucleos C-5 e H-5 aumentaram no
cloridrato de cocaina. Isto pode ser explicado considerando que a formagéo do
cation diminui a densidade eletronica em C-5 e H-5, desblindando-os.
Caracterizacao por RMN no estado sdlido

Os espectros de RMN de '®C CP/MAS das amostras de cloridrato de
cocaina e “crack”, Figuras 16 e 17, apresentaram trés regides distintas: a

primeira, entre 8 10 ppm e 70 ppm, contendo 0s sinais correspondentes aos
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carbonos alifaticos; uma segunda, entre & 120 ppm e 140 ppm, contendo 0s
sinais atribuidos aos carbonos arométicos; e, por fim, uma regiao entre 8 150
ppm e 170 ppm, com os sinais atribuidos as carbonilas. Os sinais atribuidos as
bandas laterais também sao visiveis nos espectros. Por sinal, devido as
bandas laterais, a obtencédo dos espectros foi realizada com rotagdo superior a
4 kHz, para evitar a sobreposicao de sinais das bandas laterais, devidas aos

sinais da regiao aromatica, com os sinais das carbonilas.

bt )

Figura 16 — Espectros de RMN de '>C CP/MAS (inferior) e *C CP/MAS/DD (superior) da
amostra de cloridrato de cocaina, 75.4 MHz.
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Figura 17 — Espectros de RMN de "°C CP/MAS (inferior) e >C CP/MAS/DD (superior) da
amostra de “crack”, 75.4 MHz.

No espectro de RMN de ™C CP/MAS da amostra de “crack’,
observamos os dois sinais correspondentes as carbonilas C-10 e C-12, com ¢
167.5 ppm e 161.4 ppm, respectivamente; e apenas dois sinais na regiao
aromatica, em d¢c 124.9 ppm e 130.0 ppm, o qual pode ser atribuido ao carbono
C-16, enquanto o sinal em 8¢ 124.9 ppm é uma sobreposicao atribuida aos
sinais dos carbonos C-13, C-14 e C-15.

O espectro de RMN de '*C CP/MAS/DD apresenta apenas os sinais
referentes a nucleos nao ligados a atomos de hidrogénio. A excec¢éao fica para
as metilas, que normalmente ndo séo totalmente eliminadas do espectro. Isso
acontece, como ja afirmamos, devido ao rapido movimento desses grupos,
aumentando o tempo de relaxacédo dos respectivos nucleos. Assim, analisando
o espectro de RMN de '®C CP/MAS/DD da amostra de “crack”, podemos

confirmar as atribuicbes feitas para as carbonilas, observar que o sinal
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correspondente ao carbono C-13 apresenta-se com 3¢ 124.9 ppm e identificar
0s sinais correspondentes as metilas C-9 e C-11 em d¢ 36.8 ppm e 45.5 ppm,
respectivamente.

Na regiao entre 6c 10 e 70 ppm, deveriamos observar 9 (nove)
freqUéncias de ressonancia correspondendo aos nucleos C-1, C-2, C-3, C-4,
C-5, C-6, C-7, C-9 e C-11. No entanto, observamos apenas 6 (seis) sinais, 0
que implica dizer que ha sobreposicdo de sinais nessa regido. Entdo, usando
as informacdes obtidas no espectro de RMN de "*C CP/MAS/DD e a atribuigao
feita a partir dos experimentos em solugéo, concluimos que os sinais devidos
aos nucleos C-6 e C-7 apresentam-se sobrepostos em dc 21.0 ppm; os sinais
atribuidos aos carbonos C-2 e C-9 sobrepbe-se em dc 36.8 ppm; € 0s nlcleos
C-1 e C-3 apresentam-se em d¢c 62.0 ppm. Os carbonos C-4 e C-5 apresentam-
se em d¢ 32.0 ppm e 58.0 ppm, respectivamente.

No espectro de RMN de '*C CP/MAS da amostra de cloridrato de
cocaina, podemos observar que ha uma melhor definicdo dos sinais, ocorrendo
apenas uma sobreposicdo em d¢ 22.5 ppm, atribuida aos nucleos C-6 e C-7. A
tabela 2 apresenta um resumo da atribuicdo dos espectros de RMN de '°C
CP/MAS e '3C CP/MAS/DD das amostras de cloridrato de cocaina e “crack’.

Assim como no caso da amostra de “crack”, o espectro de RMN de '*C
CP/MAS/DD da amostra de cloridrato de cocaina apresentou o0s sinais
correspondentes as carbonilas C-10 e C-12 (3¢ 166.5 e 163.3 ppm), ao nucleo

C-13 (d¢c 126.4 ppm) e as metilas C-9 e C-11 (¢ 38.1 e 50.8 ppm).
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Tabela 2 — Atribuicdo dos sinais nos espectros de RMN de °C CP/MAS e
13C CP/MAS/DD de amostras de “crack” e cloridrato de cocaina.

NUmero

(Figura 7) Alcaléide (“crack”) — &8/ppm  Cloridrato de Cocaina — é/ppm

1 62,0 62.0

2 36,8 44.6

3 62,0 63.9

4 32,0 29.9

5 58,0 59.9

6 21,0 22.5

7 21,0 22.5

9 36,8 * 38.1*
10 167,5* 166.5 *
11 455~ 50.8

12 161,4 * 163.3
13 124,9 * 126.4 *
14 124,9 128.8/129.7
15 124,9 127.7

16 130,0 131.1

* Confirmados no espectro de RMN de '*C CP/MAS/DD.

A espectroscopia de RMN no estado sélido fornece dados que dizem
respeito a cristalinidade da amostra. Nesse sentido, considerando que o
cloridrato de cocaina e o “crack” tém interacdes intermoleculares e
configuragdes no estado sélido diferentes, os espectros de RMN de '°C
CP/MAS devem evidenciar essas diferengas.

De fato, claramente essas diferencas sdo notadas nos espectros. O
cloridrato de cocaina, por ser cristalino, apresenta um espectro com melhor
resolucdo, sendo possivel observar as freqiiéncias de ressonancia para cada
ndcleo do anel aromatico e distinguir os sinais para cada carbono do anel
tropano, exceto para os nucleos C-6 e C-7 que tém um ambiente quimico muito

parecido. Por outro lado, o espectro de RMN de '*C CP/MAS da amostra de
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‘crack” apresenta o0s sinais alargados com muitas sobreposigoes,
caracterizando-a como uma espécie nao-cristalina, amorfa.

Assim, conseguimos distinguir, de forma nao-invasiva e inequivoca,
amostras de cloridrato de cocaina de amostras de “crack”, ilegalmente

comercializadas.

Conclusao

Conseguimos fazer a atribuicdo completa para os espectros de RMN de
'H e de ®C de amostras de cloridrato de cocaina e “crack”, em solucéo.
Determinamos, experimentalmente, que o grupo benzoato tem orientacdo
equatorial, enquanto o grupo metoxi-carbonil tem orientagao axial.

No caso dos experimentos realizados no estado sélido, foi possivel
distinguir amostras de cloridrato de cocaina e de “crack”, demonstrando que o
“crack” ndo tem uma estrutura cristalina e, conseqtientemente, ha uma maior

dispersao das freqiiéncias de ressonancia.
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Caracterizacdo por RMN de 'H e de "°C de Cristais Liquidos
Emissores de Luz Derivados do 1,2,4-Oxadiazol

Nas ultimas décadas, ha um crescente interesse por compostos
organicos que apresentam propriedades luminescentes devido as suas
aplicacées tecnoldgicas, sobretudo como OLED’s — Diodos Orgéanicos
Emissores de Luz [76-79]. Dentre as moléculas organicas com essas
propriedades, destacam-se aquelas altamente conjugadas e que possuem
anéis heterociclicos com deficiéncia de elétrons, o que implica na capacidade
que as mesmas tém de transportar elétrons [80-82]. Gallardo e colaboradores
tém sintetizado e caracterizado uma série desses novos compostos baseados
em 1,2,3-triazdis, 2,1,3-benzotiadiazéis e 1,2,4- ou 1,3,4-oxadiazdis [83-85]. No
tocante a estrutura quimica desses compostos, a caracterizacdo é feita,
normalmente, utilizando a espectrofotometria no infravermelho e a
espectroscopia de RMN de 'H e de *C, comparando os espectros com dados
disponiveis na literatura para estruturas semelhantes. Sendo assim, nos
resolvemos fazer o assinalamento dos espectros de RMN de 'H e de '*C para
quatro derivados de 1,2,4-oxadiazol e o intermediario, 3-(p-decandxi fenil)-5-(p-
iodo fenil)-1,2,4-oxadiazol, que foram sintetizados no laboratério de sintese
organica da UFPE, por Ricardo Neves.

Procedimento Analitico

Todos os espectros foram obtidos em CDClz, a temperatura ambiente,
usando o sinal residual de CHClI3 (84 7.26 ppm e d¢c 77.0 ppm) com referéncia

interna para o deslocamento quimico. O composto intermediario também teve o
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espectro de RMN de 'H obtido em benzeno-ds. Os espectros de RMN de 'H
foram obtidos com 16 repeti¢des, pulso de rf de 45° e tempo de aquisicao igual
3.7 s, enquanto os espectros de RMN de '*C foram obtidos com 1800
repeticoes, pulso de rf de 30° e tempo de aquisicao igual a 1.0 s. Os espectros

bidimensionais foram obtidos com a amostra parada.

Resultados e Discussao

A Figura 18 apresenta as estruturas dos compostos utilizados no estudo.

C1oH210- 4

6" 7"
" N
3
\ 5 5 |
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N\O 6 7

CyoH210_ 4 o

2d
Figura 18 — Férmulas estruturais dos derivados de 1,2,4-oxadiazol utilizados no estudo.
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Apesar de ndo apresentar propriedades luminescente, a atribuicdo dos
sinais nos espectros de RMN de 'H e de ®C do composto 1 é importante para
a correta atribuicdo dos sinais para os quatro derivados de 1,2,4-oxadiazol (2a-
d). A Figura 19 apresenta o espectro de RMN de 'H do composto 1. A regido
alquilica é de facil atribuicao, uma vez que podemos atribuir os tripletos em &
0,89 e 4,03 ppm a metila e ao grupo [OCH], enquanto os sinais entre & 1,0 e
2,0 ppm sao atribuidos aos metilenos da cadeia alquilica. Na regido aromatica,
nds deveriamos observar quatro conjuntos de sinais referentes a dois sistemas
AA’BB’ dos dois grupos fenilas para-substituidos. No entanto, no espectro
obtido em CDCIs, observamos dois sinais centrados em & 6,99 e 8,07 ppm,
atribuidos aos nucleos H-3'/H-3” e H-2'/H-2”, respectivamente; e um simpleto
centrado em & 7,91 ppm, com &rea de integracdo correspondendo a 4
hidrogénios, atribuidos aos nucleos H-7'/H-7 e H-8/H-8". A sobreposicado
desses sinais é inesperada e nés creditamos isso ao efeito do solvente, uma
vez que quando o espectro de RMN de 'H da amostra é obtido em benzeno-ds,
observamos os quatro conjuntos esperados. Para confirmarmos a atribuicéo,
obtivemos o espectro COSY do composto 1 (Figura 20). Neste espectro,
observa-se que os sinais em 8 6,99 e 8,07 ppm correlacionam-se entre si e 0
sinal em & 7,91 ppm ndo apresenta correlagdo com nenhum outro sinal. No
mais, observa-se a correlacédo do tripleto em & 4,03 ppm com o multipleto em
d 1.82 ppm, atribuido ao metileno vizinho, bem como as outras correlagbes da
cadeia alquilica. No espectro de RMN de '*C do composto 1, figura 21,
observa-se que o sinal referente ao nucleo C-8' tem §c 100,0 ppm, enquanto o

sinal referente ao nucleo C-4’ tem &¢c 161,6 ppm.
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Figura 19 — Espectros de RMN de "Hdo composto 1, CDClI;s (inferior) e CsDs (superior), By = 7,04 T.
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Figura 20 — Espectro COSY do composto 1, CDCl3, By = 7,04 T.
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Figura 21 — Espectro RMN de ">C do composto 1, CDCl, B, = 7,04 T.
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Quando o iodo é substituido por um grupo p-dodecanoxifeniletinil (2a),
pequenas mudancas sao observadas nos deslocamentos dos nulcleos de
hidrogénio do anel “A” — carbonos 1',2’,2”,3’, 3” e 4, enquanto os dos anéis “B”
— carbonos 5°, 6°, 6", 7, 7" e 8 — e “C” — carbonos 11, 12’, 13, 14’, 15’ e 16/,
também apresentam-se como sistemas AA’BB’. Os sinais com & 7,65 e 8,20
ppm séo atribuidos aos nucleos H-7°/H-7” e H-6'/H-6”, respectivamente. Ja os
sinais centrados em & 6,80 e 7,50 ppm sao respectivamente atribuidos aos
nuacleos H-13’/H-15" e H-12'/H-16’. Usando o espectro HMQC (Figura 22), é
possivel atribuir os sinais no espectro de RMN de *C, aos carbonos nao-
substituidos do anel. Assim, os sinais com ¢ 114,6, 114,7, 128,0, 129,1, 131,9
e 133,2 ppm sao atribuidos aos nucleos C-13’/C-15’, C-3’/C-3”, C-6’/C-6", C-

2’/C-2”, H-7’/H-7" e H-12’/H-16’, respectivamente.
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Figura 22 — Expanséao do espectro HMQC do composto 2a, CDCls, By = 7,04 T.

Ricardo Oliveira da Silva 80




Tese de doutorado

O espectro HMBC do composto 2a mostra a correlacdo entre o sinal em
oy 7,65 ppm (H-7’/H-7") com o sinal em d&¢c 87,3 ppm que, portanto é atribuido
ao nucleo C-9'. Consequentemente, o sinal em d¢c 93,2 ppm é atribuido ao
nucleo C-10’, que apresenta correlagdo HMBC com o sinal atribuido ao nucleo
H-12’/H-16" (84 7,50 ppm).

No composto 2b, o grupo dodecandxi é substituido por um grupo N-decil
piperazina. Assim, a principal mudanca observada no espectro de RMN de 'H
foi 0o desaparecimento de um dos tripletos atribuidos a um dos grupos [OCH;] e
o surgimento de um tripleto alargado em dy 2,48 ppm, com area de integracao
correspondendo a 2 hidrogénios, e dois dupletos de dupletos em oy 2,71 e 3,36
ppm, com area de integracao correspondendo a 4 hidrogénios cada. A partir do
espectro COSY do composto 2b (Figura 23), que mostra que 0s sinais em 9Jy
2,71 e 3,36 ppm estao correlacionados, podemos atribuir o sinal em &y 2,48
ppm ao grupo [NCH>]. Por outro lado, a atribuicdo para os outros dois sinais,
que pertencem ao anel piperazina nado é tao trivial. Para isso, utilizamos o
espectro NOEdiff (Nuclear Overhauser Effect) para definir qual dos grupos
metilenos esta ligado ao grupo N(1) e qual liga-se ao grupo N(2). A premissa
utilizada foi: os hidrogénios vizinhos ao nitrogénio N(1) devem apresentar NOE
com os nucleos H-13/H-15’. Assim, ao irradiarmos o sinal em &4 3,36 ppm,
observamos o efeito NOE no sinal em &y 6,87 ppm (H-13’/H-15’), 0 que nos fez
atribuir o sinal em &4 3,36 ppm aos metilenos vizinhos ao nitrogénio N(1) e o

sinal em &y 2,71 ppm aos metilenos vizinhos ao nitrogénio N(2).
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Figura 23 — Espectros COSY (esquerda) e NOEdiff (direita) do composto 2b — irradiagdo do
sinal em &y 3,36 ppm, CDCls, By = 7,04 T.

A partir do espectro HMQC do composto 2b, podemos atribuir os sinais
em dc 47,6 e 52,8 ppm aos metilenos do anel piperazina ligados ao nitrogénio
N(1) e N(2), respectivamente; enquanto o sinal em §¢ 58,7 ppm ao metileno da
cadeia alquilica ligado ao N(2). O grupo metileno ligado ao oxigénio apresenta-
se no espectro em d¢c 68,1 ppm.

No caso do composto 2c¢, as principais mudangas observadas se dao
nos hidrogénios e carbonos do anel “C” devido a presencga do grupo nitro. No
espectro de RMN de 'H de 2c, o sinal em &y 7,65 ppm apresenta area de
integracdo correspondente a trés hidrogénios. Ou seja, esse sinal pode ser
atribuido aos nucleos H-7’/H-7” e a um dos hidrogénios do anel “C”. Isso fica
evidente quando observamos o espectro HMQC do composto 2¢ (Figura 24),
uma vez que este sinal apresenta correlagcdo com dois sinais no espectro de

RMN de "*C, em 8¢ 132,1 (H-7"/H-7") e 137,0 ppm.
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Figura 24 — Expansao do espectro HMQC ('H, °C) do composto 2¢ em CDCl;.

Ainda no espectro de RMN de 'H do composto 2¢, observamos um
dupleto em &y 7,04 (J = 8,8 Hz) e 8,01 ppm (J = 2,1 Hz). O sinal centrado em &y
7,04 ppm é atribuido ao nucleo H-15’ e, devido a correlacdo HMQC, o nucleo
C-15 apresenta-se no espectro de RMN de '*C em 8¢ 114,4 ppm. No espectro
COSY, o sinal em &y 7,04 ppm apresenta correlacdo com o sinal centrado em
oy 7,65 ppm, que é atribuido, portanto, ao nucleo H-16'. Isso nos fez atribuir o
sinal em &¢c 137,0 ppm ao nucleo C-16’. Assim, o dupleto em &y 8,01 ppm é
atribuido ao nucleo H-12. Utilizando o espectro HMQC, o nudcleo C-12°
apresenta-se no espectro em d¢ 128,8 ppm.

O composto 2d possui quatro anéis, sendo um grupo naftil e duas fenilas
para-substituidas. Assim como para os outros compostos, o espectro de RMN

de 'H pode ser didaticamente dividido em trés regides. Os sinais
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correspondentes a cadeia alquilica mantiveram o deslocamento quimico
inalterado entre 6 0,80 e 2,00 ppm. Os grupos [OCH,] apresentam-se no
espectro de RMN de 'H em & 4,03 e 4,09 ppm. A regido aromatica apresenta
uma grande quantidade de sinais, sendo visiveis trés conjuntos de sinais em dy
7,01, 8,10 e 8,20 ppm, apresentando-se como sistemas AA’BB’, com area de
integracao igual a dois e constantes de acoplamento da ordem de 1,8 € 9,0 Hz.
O quarto sinal que completa esse sistema, apresenta-se sobreposto a mais
dois sinais em &y 7,71 ppm; essa regiao ainda apresenta um dupleto em dy
7,12 ppm (J = 2,7 Hz); dois dupletos de dupletos em &4 7,18 ppm (J=2,4 € 9,0
Hz) e oy 7,55 ppm (J= 1,5 e 8,4 Hz); e um simpleto largo em &y 8,01 ppm com
area de integracao igual a um.

A Figura 25 apresenta os espectros de RMN de '*C e DEPT do
composto 2d. Assim como no caso do espectro de RMN de 'H, também ¢é
possivel dividi-lo em regides: alifatica — dc 14,0 — 32,0 ppm; carbindlica e
acetilénica — oc 68,0 — 94,0 ppm; aromatica — ¢ 100,0 — 135,0 ppm; e uma
regiao de carbonos oxadiazélicos e fenélicos — ¢ 150,0 — 180,0 ppm. A partir
do espectro DEPT, pode-se atribuir o sinal em d¢c 14,1 ppm as metilas das
cadeias alquilicas, enquanto todos os grupos CH, se apresentam entre §¢ 22,0
e 32,0 ppm, exceto os grupos [OCH:], que se apresentam sobrepostos em ¢
68,2 ppm.

Na regido que compreende os carbonos aromaticos, fendlicos e
oxadiazolicos, ha 19 freqléncias de ressonancia distintas. A observagdo da

férmula estrutural do composto 2d sugere a presenca de 20 carbonos
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magneticamente diferentes. Com isso, conclui-se que ha pelo menos uma
sobreposicao de sinais nessa regiao.

Os sinais com d¢c 88,2 e 93,7 ppm sao atribuidos aos carbonos com
configuracdo sp, ou seja, aos nucleos C-9° e C-10’. O sinal em & 93,7 ppm
apresenta correlacdo HMBC (Figura 26) com os sinais em dy 7,55 e 8,01 ppm,
enquanto o sinal com d¢ 88,2 ppm apresenta correlagdo HMBC apenas com o
sinal em &y 7,71 ppm. Considerando-se que o carbono C-9 apresenta
correlacdo HMBC apenas com os nucleos H-7°/H-7”, que sdao magneticamente
equivalentes, enquanto o carbono C-10’ apresenta correlacdo HMBC com os
nucleos H-12’ e H-16’, magneticamente distintos, podemos atribuir os sinais em

d¢c 88,2 e 93,7 ppm aos nucleos C-9' e C-10’, respectivamente.
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Figura 25 — Espectro RMN de "°C e DEPT 135, CDCl;, 75 MHz do composto 2d.
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Figura 26 — Espectro HMBC do composto 2d, CDCls, By = 7,04 T. (Excluida regido alquilica)
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Figura 26a — Expansao do espectro HMBC do composto 2d, CDCls, By = 7,04 T.

O sinal com &y 7,55 ppm apresenta-se como um dupleto de dupleto com
area de integracdo igual a um no espectro de RMN de 'H, enquanto o sinal em

oy 8,01 ppm apresenta-se como um simpleto largo, também com é&rea de
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integracao igual a um. Assim, os mesmos sao atribuidos aos nucleos H-12’ e
H-16’, respectivamente.

Os sinais em d¢c 158,2 e 161,6 ppm apresentam correlagdo HMBC com
os tripletos em &4 4,08 e 4,09 ppm, atribuidos aos grupos [OCH3].
Considerando que o sinal com 3¢ 161,6 ppm apresenta correlagdo HMBC com
dois sinais, oy 7,01 e 8,10 ppm, que se apresentam como um sistema AA’'BB’,
enquanto a correlacdo HMBC observada para o sinal em 3¢ 158,2 ppm ocorre
com um multipleto em oy 7,71 ppm, conclui-se que o sinal em d¢c 161,6 ppm
refere-se ao nucleo C-4’, enquanto o sinal em 3¢ 158,2 ppm é atribuido ao
nucleo C-18. Como este ultimo sinal apresenta correlacdo HMBC com o
tripleto centrado em oy 4,09 ppm, este é atribuido ao grupo [OCHy] vizinho ao
nucleo C-18. Da mesma forma, o sinal em 8¢ 161,6 ppm apresenta correlacéao
HMBC com o tripleto centrado em &4 4,03 ppm, sendo este atribuido ao grupo
[OCH_] vizinho ao nucleo C-4'.

O sinal atribuido ao carbono C-4’, &c 161,6 ppm, apresenta correlacao
HMBC com o sinal em oy 8,10 ppm, portanto, atribuido ao nucleo H-2'/H-2".
Este ultimo, por sua vez, apresenta correlacdo HMBC também com o sinal em
d¢c 168,8 ppm, que € atribuido ao carbono C-3. Assim, o sinal em &c 174,9 ppm
€ atribuido ao nucleo C-5. A correlacgdo HMBC observada entre este ultimo
sinal e aquele em dy 8,20 ppm indica que este sinal deve ser atribuido aos
nuacleos H-6’/6". O sinal atribuido ao nucleo C-4' apresenta ainda uma
correlacdo HMBC menos intensa com um sinal em &4 7,01 ppm, que é

atribuido aos nucleos H-3/3”. Esta atribuicido é confirmada através da
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correlacdo COSY (Figura 28) observada entre este sinal e o atribuido aos
nucleos H-2’/H-2” em &y 8,10 ppm.

O sinal em 6¢c 119,1 ppm apresenta correlagdo HMBC (Figura 26a) com
o sinal atribuido aos nucleos H-3’/H-3”, sendo 0 mesmo atribuido ao carbono
C-1". O sinal atribuido aos nucleos H-6'/H-6", 6y 8,20 ppm, apresenta
correlacdo HMQC (Figura 28) com o sinal em 6¢ 128,1 ppm, portanto este sinal
corresponde aos nucleos C-6°/C-6”. Considerando as correlacdes HMQC, os
sinais em &c 114,8 e 131,7 ppm sé&o atribuidos aos carbonos C-3’/C-3” e C-16,

respectivamente.

n
N

€

(ppm

E &

NN NN NNAN
XN LR WD

2

&

Yo
0

N
©
I

%5

©

24

130 126 122 118 114 110 106

©® R 0 ®
W=D

F1 (ppm)
Figura 27 — Expanséao do espectro HMQC do composto 2d, CDCls;, By = 7,04 T.

O sinal atribuido ao carbono C-9’, 6c 88,2 ppm, apresenta correlacdo
HMBC com o sinal em &y 7,71 ppm, que é atribuido aos nucleos H-7’/H-7". A

area de integracao sob este sinal corresponde a 4, indicando que ha mais dois

nucleos de hidrogénio que possuem essa mesma frequéncia de ressonancia.
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Um desses nucleos é o H-20°, uma vez que observa-se uma correlagdo HMBC
(Figura 26) do sinal em oy 7,71 ppm com o sinal atribuido ao ndcleo C-18’,
d¢c 158,2 ppm. No espectro HMQC, observa-se correlagdes do sinal em oy 7,71
ppm com o0s sinais em dc 126,9, 129,4 e 132,1 ppm. Considerando a
intensidade desses sinais, pode-se atribuir o sinal em ¢ 132,1 ppm aos
nuacleos C-7’/C-7”, uma vez que O mesmo apresenta uma intensidade
aproximadamente duas vezes maior do que a intensidade dos outros sinais.

O sinal em &¢ 134,5 ppm apresenta correlacées HMBC com os sinais em
oy 7,55 ppm, atribuido ao nucleo H-12°, 4 7,71 ppm e 8,01 ppm, atribuido ao
nucleo H-16’. Assim, esse sinal € atribuido ao carbono C-14’. O sinal em ¢
128,8 ppm é atribuido ao carbono C-12’, pois 0 mesmo apresenta correlacao
HMQC com o sinal em &4 7,55 ppm. O sinal em ¢ 129,1 ppm ¢é atribuido aos
nucleos C-2’/C-2” porque 0 mesmo apresenta correlacado HMQC com o sinal
em &y 8,10 ppm, atribuido aos nucleos H-2'/H-2”.

Analisando o espectro COSY (Figura 28), observa-se que o sinal
atribuido ao nucleo H-12’, 64 7,55 ppm, apresenta correlagdo com um conjunto
de sinais em &y 7,71 ppm. Assim, pode-se concluir que o outro hidrogénio que
se apresenta nesta sobreposicao de sinais € o H-13'. Ainda no espectro COSY,
observa-se uma correlacdo entre os sinais em oy 7,18 e 7,55 ppm. Essa
correlacao pode ser atribuida a correlagao H-19' — H-20’ e, portanto, o sinal em

Sy 7,18 ppm é atribuido ao nucleo H-19’.
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Figura 28 — Expansao do espectro COSY do composto 2d, CDCls;, 300 MHz.

No espectro HMQC (Figura 27), observa-se a correlacdo do sinal
anteriormente atribuido ao nucleo H-19’ com o sinal em &¢c 119,9 ppm, que é
atribuido ao carbono C-19'. O Unico sinal do espectro de RMN de 'H que ainda
falta ser atribuido é o que se apresenta com &y 7,12 ppm e, por eliminacao, o
mesmo € atribuido ao nucleo H-17’. Consequentemente, observando a
correlacdo HMQC correspondente, atribui-se o sinal em 6c 106,6 ppm ao
nucleo C-17’.

O sinal referente ao nucleo H-17’ deve apresentar correlagdo HMBC
com os carbonos C-13" e C-19'. Assim, considerando-se também o espectro
DEPT 135 (Figura 25), observa-se que o sinal atribuido ao nucleo H-17
correlaciona-se no espectro HMBC com o sinal em §c 126,9 ppm, que é

atribuido ao carbono C-13'.
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O sinal referente ao nucleo C-15’ deve apresentar correlacdo HMBC
com os nucleos H-177 e H-19'. No espectro HMBC, essas correlagdes sao
observadas a partir do sinal em §c 128,3 ppm, que, portanto, é atribuido ao
carbono C-15.

O sinal em &¢ 129,4 ppm apresenta correlagdo HMBC com o sinal em dy
8,01 ppm, atribuido ao nucleo H-16’, e apresenta correlacado HMQC com o sinal
em &y 7,71 ppm. Assim, atribui-se o sinal em &¢ 129,4 ppm ao carbono C-20'.

A partir do espectro HMBC, observa-se que o sinal em &¢c 117,3 ppm
apresenta duas correlagbes com os sinais em &y 7,71 ppm, sendo uma mais
intensa e outra menos intensa. O sinal em ¢ 117,3 ppm foi atribuido ao ndcleo
C-11’ e a correlagdo mais intensa se da com o nucleo H-13’, trés ligacdes
distante, e a menos intensa com o nucleo H-20’, quatro ligagdes distante.

O sinal em 3¢ 123,5 ppm apresenta correlagdo HMBC em &4 7,71 ppm.
Por eliminagéo, este sinal s6 pode ser atribuido ao carbono C-5’ e a correlacéo
observada ocorre com os nucleos H-7°/H-7".

O ultimo carbono a ser atribuido € o C-8. O sinal de RMN desse nucleo
deve apresentar correlacgdo HMBC com o sinal do nucleo H-6'/H-6". O sinal em
on 8,20 ppm, atribuido ao nucleo H-6'/H-6", apresenta apenas duas correlacoes
HMBC, sendo essas correlacées com os sinais dos nucleos C-5 e C-6'/C-6".
Por outro lado, a correlacao observada entre os sinais dos nucleos H-6"/H-6" e
C-6'/C-6” é muito intensa quando comparada a correlacdes semelhantes, por
exemplo, entre os nucleos H-3/H-3” — C-3’/C-3” ou H-2’/H-2” — C-2’/C-2” (ver

Figura 27). Essa correlagdo mais intensa € explicada considerando-se que o
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sinal outrora atribuido ao carbono C-6/C-6”, 8¢ 128,1 ppm, na verdade € uma

sobreposicao entre os sinais referentes aos nucleos C-6’/C-6” e C-8'.

A tabela 3 apresenta um resumo com as atribuicbes nos espectros de

RMN de 'H e de °C para os cinco compostos.

Tabela 3 — Atribuicio dos sinais nos espectros de RMN de 'H e de "°C, CDCls.

Composto | Composto | Composto | Composto | Composto
1 2a 2b 2c 2d
OH dc OH dc OH d¢ OH dc OH dc
3 - 1688| - 168,7| - 168,7| - 1688| - 168,8
5 - 1747 - 1749| - 1749 | - 1747 | - 1749
1’ - 1188 - 1190| - 1190 - 1189 - 1191
2/2” 18,07 129,1|8,09 129,1 8,08 129,0|8,08 129,0|8,10 129,1
3/3” 6,99 114,7 7,00 1147 |6,99 114,7|6,99 1147 |7,01 1148
4 - 1616 - 1615 - 1615 - 1616| - 161,6
5 - 123,8 - 123,2 - 123,0 - 123,9 - 123,5
6'/6” |7,91 129,4|8,20 128,0|8,15 127,9 128,0 | 8,20 128,1
77" | 791 1384|765 1319|763 131,8(7,65 132,1 7,71 132,1
8’ - 1000 - 1282 - 1284 - 1270 - 128,1
9 - - - 87,3 - 87,4 - 89,0 - 88,2
10’ - - - 93,2 - 93,7 - 90,1 - 93,7
11’ - - - 1143 - 1125 - 1196| - 1173
12’ - - 7,50 133,2|7,44 132,9 8,01 128,8|7,55 128,8
13’ - - 6,80 1146|6,87 1150| - 138,3|7,71 126,9
14’ - - - 159,7| - 150,9| - 1526| - 1345
15’ - - 6,80 1146|6,87 1150|7,04 1144 | - 128,3
16’ - - 7,50 133,2|7,44 1329 |7,65 137,0|8,01 131,7
17’ - - - - - - - - 7,12 106,6
18’ - - - - - - - - - 158,2
19’ - - - - - - - - 7,18 119,9
20’ - - - - - - - - 7,71 1294
CHjs 0,89 14,1 (0,88 14,1 |0,88 141 |0,88 14,1 | 0,89 141
3,97 4,02 68,1 | 4,03

[OCH;] | 4,03 68,1 4.02 68,1 | 4,01 68,1 412 699 | 409 68,2
CH 1,0- 22,0-| 1,0- 22,0-|1,0- 22,0-| 1,0- 22,0- | 1,0- 22,0-
2 20 320 |20 320 |20 320|20 32020 320
[NCH2] - - - - 2,48 58,7 - - - -
INUCH,] | - - - - 1336 476 | - - - -
IN®CH;] | - - - - 2,71 528 | - - - -
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Investigacao de Morte Subita apés Uso de Inalante — Um
Estudo de Caso

Ao desenvolvermos o trabalho visando distinguir “crack” de cloridrato de
cocaina, ndés acabamos por estabelecer uma parceria com um grupo de peritos
criminais da policia civil do estado da Paraiba. Em um dos casos investigados
por esses peritos, nds contribuimos de maneira decisiva, utilizando a
espectroscopia de RMN, para a solugdo do mesmo. E esse caso que relatamos
a seguir.

Descricao do caso

A descrigao apresentada abaixo se baseia nos relatos de testemunhas e
constam nos autos do processo relativo ao caso.

Uma jovem de 19 anos de idade participa de uma festa numa casa
noturna de uma praia de veraneio quando lhe é oferecida, para inalar, uma
substancia em uma embalagem tipo aerossol. Ela vai ao toalete onde retira sua
meia-calga, retorna ao saldo, embebe a meia-calga com a substancia contida
no interior da embalagem tipo aerossol, para em seguida leva-la as vias
respiratérias, inalando por algum tempo a substancia nela impregnada. Logo
em seguida, ela reclama de dores no peito e comecga a passar mal. Os amigos,
nao sabendo prestar-lhe os primeiros socorros, levam-na a um hospital aonde
foi constatado o 6bito ap6s alguns minutos.

No estacionamento do hospital, um policial militar encontra, embaixo de

um veiculo de uma das pessoas que socorreram a jovem, uma embalagem tipo
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aerossol que, segundo varias testemunhas, corresponde aquela utilizada pela
vitima.

Dentre outras coisas, a pericia fez determinacées e nao encontrou no
sangue da vitima sinais de substancias como cocaina, alcool, anfetaminas,
derivados benzodiazepinicos, derivados barbitlricos, organoclorados,
organofosforados, carbamatos ou clorofosforados.

Durante a investigacdo do caso, os peritos utilizaram cromatografia em
fase gasosa acoplada a um espectrdbmetro de massas para determinar a
composicdo do material contido no aerossol, mas nao tiveram sucesso. No
entanto, eles concluiram que o aerossol era constituido basicamente por uma
Unica substancia.

Procedimento Analitico

Coletamos a amostra do aerossol e submetemos a andlise por
espectroscopia de RMN sem o uso de solvente deuterado. Os espectros foram
obtidos com o canal do lock desligado, utilizando TMS, em CDCIs;, como
referéncia interna de deslocamento quimico (64 € dc 0 ppm). No caso dos
espectros de RMN de '°F, utilizamos o acido trifluoracético como referéncia
externa de deslocamento quimico (6 0 ppm).

Obtivemos espectros de RMN de 'H, de *C acoplado e desacoplado,
DEPT 135 e de '°F. O espectro de RMN de 'H foi obtido com janela espectral
de 5 kHz, 16 repeticoes, pulso de 90° e tempo de aquisicao igual a 3,74 s. O
espectro de RMN de 'F foi obtido com janela espectral de 50 kHz, 32
repeticoes, pulso de 459, tempo de espera igual a 4,0 s e tempo de aquisicao

igual 0,3 s. Os espectros de RMN de *C foram obtidos com janela espectral
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igual a 16,5 kHz, tempo de aquisicao igual a 2,5 s, tempo de espera igual a 2,0
S e 64 repeticoes.

O espectro de massas foi obtido utilizando um espectrémetro Shimadzu
GCQ 5050, equipado com uma coluna DB-5, 30m de comprimento e 0,25 mm
de diametro interno. A energia do impacto de elétrons para obtengdo do
espectro foi igual a 70 eV e a fonte de ions foi mantida a 270°C. As condi¢cdes
cromatograficas utilizadas foram: temperatura inicial do forno igual a 60°C, taxa
de aquecimento igual a 10°C.min™", temperatura final do forno igual a 275°C e
temperatura do injetor igual a 200°C. O gas de arraste utilizado foi hélio, com
velocidade linear de 40 cm.s™ e razdo de divisdo igual a 1:40.

Resultados e Discussao

O laudo pericial nao foi conclusivo no que diz respeito a causa mortis. O
mesmo indica a existéncia de sinais de morte por asfixia, mas ndo excluindo
outros tipos de diagnéstico de morte, haja vista que “a morte por exaustdo ou
deslocamento do oxigénio ambiental, que pode ocorrer em ambientes
pequenos e confinados ou pela presenca de um gas que desloca o oxigénio
ambiental, representa a asfixia pura. Neste tipo de morte ndo ha caracteristicas
necroscaopicas conclusivas, o que justifica a auséncia de alguns sinais classicos
de morte por asfixia no corpo da vitima.” O que se pode afirmar, baseado no
relato das testemunhas, € que a vitima utilizou um inalante.

Na ciéncia forense, o termo inalante é utilizado para classificar drogas de
abuso que sao levadas a inalagdo sem que sejam submetidas a altas
temperaturas, sendo essa a sua principal forma de administracdo. Assim,

outras drogas de abuso como o tabaco, a maconha e o “crack”, que podem ser

Ricardo Oliveira da Silva 96




Tese de doutorado

inaladas, ndo sao classificadas como tal, uma vez que se utiliza de outras
formas de administracdo. Na verdade, a classificacdao dos inalantes ndao é muito
simples. Oga, em Fundamentos da Toxicologia [86], apresenta quatro grupos
de inalantes:

Solventes volateis — liquidos que vaporizam a temperatura ambiente. Incluem,
dentre outros, tiner e removedores de tintas, fluidos de limpeza a seco,
desengordurantes, gasolina, colas, fluidos corretivos, esmaltes, éter,
cloroférmio e haloetanos;

Aerossbis — liquidos ou soélidos em suspensdo contidos num recipiente
pressurizado. Incluem tintas, desodorantes e produtos para cabelos em spray;
Gases — nesta categoria estdo inclusos alguns anestésicos de uso médico,
como o 6xido nitroso, e outros gases de facil acesso por parte do usuario,
como o propano e o butano, presentes nos fluidos de isqueiros € no gas de
cozinha;

Nitritos organicos volateis — tais compostos tém propriedades vasodilatadoras
e, por conta disto, eram utilizados para aliviar dores no peito associadas com
angina. No entanto, segundo Oga, hoje elas sdo usadas como “drogas de
abuso por adolescentes ou homossexuais” para intensificar o desempenho
sexual e o prazer.

E comum, portanto, encontrarmos inalantes constituidos por compostos
halogenados, como o cloroférmio, utilizado no “lolé”, ou o cloreto de etila,
utilizado no “lanca-perfume”.

Para explicar a causa da morte, era necessario, portanto, determinar o

conteido do aerossol. O espectro de RMN de 'H da amostra, Figura 29,
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apresenta duas linhas em 6 2,75 e 2,81 ppm. Assim, poderiamos interpreta-las
como dois sinais distintos ou como um dupleto em § 2,78 ppm, com J igual a
18,0 Hz. No entanto, se considerarmos essa segunda opc¢ao, teriamos que
considerar que esse acoplamento se da com um nucleo diferente de 'H, haja
vista que ndo ha outro sinal no espectro de RMN de 'H que justifique esse

acoplamento.

LIS S O B B B B I s B e e B N B O e e B I e B B B B L B
11 10 3 a8 T & 5 d 3 2 1 -0 Fpm

Figura 29 — Espectro de RMN de "H da amostra usada como inalante, 300 MHz.

O espectro de RMN de '*C da amostra, obtido com o desacoplador
ligado, apresenta 4 linhas em &c 37,8, 38,2, 116,8 e 120,7 ppm. O espectro
obtido com o desacoplador desligado nao alterou as duas ultimas linhas, mas
alterou a apresentacao das linhas em d¢ 37,8 e 38,2 ppm, apresentando-se
agora com um quarteto de dupletos (Figura 30). Isso indica que temos uma
metila em 8¢ 38.0 ppm acoplando com um nucleo diferente de 'H e *C, cuja
constante de acoplamento € igual a 24,9 Hz. Enquanto o sinal em ¢ 118,7
ppm é atribuido a um carbono n&o-hidrogenado acoplando com um nucleo

diferente de "H ou '°C, cuja constante de acoplamento é da ordem de 294 Hz.
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Figura 30 — Espectro de RMN de "°C acoplado da amostra utilizada como inalante, 75,4 MHz.

Considerando que a vitima utilizou um inalante, ndo seria absurdo
considerar a possibilidade de que o composto que estavamos investigando ser
um haloetano, uma vez que identificamos a presenca de dois nicleos '3C
magneticamente diferentes. Assim, é razoavel investigar a presenca de fluor
e/ou cloro na estrutura. Entdo, nossa primeira suspeita seria de que o
composto conteria flior em sua estrutura, o que poderia explicar o0s
acoplamentos observados nos espectros de RMN de 'H e de '°C.

Nesse sentido, optamos por obter o espectro de RMN de '°F, Figura 31,
que apresenta um quarteto em & — 44,9 ppm e constante de acoplamento igual
a 18,0 Hz. Isso implica em dizer que ha um atomo de fluor na estrutura e que
este nucleo estd acoplando com o grupo metil. Isso justifica também os

dupletos observados em &¢c 118,7 (J = 294 Hz) e 38,0 ppm (J = 24,9 Hz).
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v

Figura 31 — Espectro de RMN de "9F da amostra utilizada como inalante, 298,4 MHz.

As informacbes obtidas até esse momento indicam que a substancia
contém dois atomos de carbono, sendo um desses uma metila, enquanto o
outro tem um atomo de flor como um dos ligantes. Mas, falta ainda definir os
dois ultimos ligantes do segundo carbono.

O espectro de massas da amostra, Figura 32, mostra os sinais em m/z
101, 103 e 105 com uma relagao de intensidades compativel com a existéncia

de dois atomos de cloro na estrutura.
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Figura 32 — Espectro de massas da amostra utilizada como inalante, 70 eV.
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O elemento cloro é constituido por dois isétopos, o *°Cl e o *'Cl, com
abundancia natural de 75% e 25%, respectivamente. A presenca de atomo (s)
de cloro numa espécie quimica faz com que o sinal correspondente a essa
espécie no espectro de massa apresente-se indicando as possibilidades de
conter o isétopo *°Cl ou ¥Cl. A intensidade relativa dos sinais é funcdo da
abundancia natural dos is6topos.

Assim, se o composto que estamos investigando tiver dois atomos de
cloro em sua estrutura, o mesmo teria a formula C,H3zFCl,, e teria massa
molecular igual a 117 g.mol™, considerando que a massa atdmica do elemento
cloro é igual a 355 g.mol’. No entanto, no espectro de massas sdo
observadas as massas das espécies contendo *°Cl ou *'Cl. Portanto, o fon-
molecular desse composto deveria apresentar-se no espectro em m/z 116,
espécie contendo dois atomos do isétopo **Cl; m/z 118, espécie contendo um
atomo do isétopo *Cl e outro do isétopo *’Cl; m/z 120, espécie contendo dois
atomos do isétopo *’Cl. Devido as abundancias dos dois is6topos, o sinal em
m/z 116 seria o mais intenso seguido do m/z 118 e do m/z 120.

O espectro apresenta o ion-molecular com intensidade muito reduzida,
mas 0s sinais observados sédo perfeitamente explicaveis a partir da estrutura
proposta. Assim, os ions m/z 101, 103 e 105 citados anteriormente podem ser
obtidos a partir da perda de um radical metil. A espécie observada teria dois
atomos de cloro, dai o porqué da observancia dos trés sinais. O pico-base no
espectro estd em m/z 45 e deveria corresponder a espécie [CH.=CF]". Os
sinais em m/z 61 e 63 deveriam corresponder a uma espécie que contém

apenas um atomo de cloro. Esses sinais sao atribuidos as espécies [CH,=CCI]*
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contendo o isétopo *Cl ou *’Cl. Os sinais em m/z 81 e 83 sdo obtidos a partir
da perda de um radical cloro do ion-molecular.

Entdo, a estrutura que estamos propondo para o composto contido no
aerossol é o 1,1-dicloro-1-flior etano. Esse composto é comercializado sob as
siglas HCFC-141b ou freon 141b. E um liquido volatil, incolor, com fraco odor
etéreo e baixa toxicidade [87]. O HCFC-141b vem sendo utilizado em
substituicdo aos clorofluorocabonos (CFC) que sao totalmente halogenados,
como agente refrigerante, propelente ou solvente na limpeza de componentes
eletrénicos  (limpeza a seco). Em relacio aos CFC’s, os
clorofluorohidrocarbonos (HCFC), devido as ligagdbes C-H, sao mais
susceptiveis a oxidacdo na troposfera, reduzindo sua migracdo para a
estratosfera e, portanto, seu efeito sobre a camada de ozénio [88].

Apesar de possuir todas as caracteristicas para classifica-lo como
inalante, o HCFC-141b n&o consta nas listas oficiais como droga de abuso e,
portanto, 0 combate a esse tipo de utilizagédo fica comprometido.

Por outro lado, apenas um caso de ébito associado ao HCFC-141b esta
relatado na literatura. Um homem de 40 anos foi encontrado morto no interior
de um tanque no qual o HCFC-141b estava sendo usado como solvente. O
homem nao usava equipamentos de protecdo individual e ndo havia mais
liquido no interior do tanque quando o corpo foi encontrado [89].

Para confirmar que o composto investigado de fato trata-se do HCFC-
141b, n6s analisamos uma amostra dessa substancia fornecida pela Secretaria

da Receita Federal em Pernambuco, realizando os mesmos experimentos de
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RMN e GC/MS aplicados a amostra investigada. Os espectros obtidos
confirmaram nossas conclusoes.

Nos investigamos também a possibilidade de encontrarmos metabdlitos
do HCFC-141b nas visceras da vitima. Para isso, seguimos a metodologia
proposta por Tong [90] que utilizou a espectroscopia de RMN de '°F no extrato
cloroférmico das visceras. Submetemos esse mesmo extrato a andlise por
GC/MS. Infelizmente, ndo conseguimos identificar a presenca de HCFC-141b,
ou algum metabdlito do mesmo, no extrato cloroférmico das visceras.
Provavelmente a ndo observancia deve-se ao longo tempo entre a morte e o
momento da analise — cerca de 20 dias. Considerando que o HCFC-141b tem
ponto de ebulicao muito baixo (32°C, 1 atm) e que ha relatos na literatura de
que gases como o freon-22 e o butano tém suas concentracdes, nos fluidos
corporais, reduzidas consideravelmente ap6s mortes por asfixia [91, 92], o fato
de ndo detectarmos esses compostos nas visceras nao inviabiliza os dados e

evidéncias coletados.
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Criacao de Banco de Dados Espectrais para Sais de

Trifluoroboratos organicos — RMN de "H, de ''B, de °C e de "°F

Os organoboros sao reagentes importantes em reacdes catalisadas por
metais de transicdo, particularmente aquelas que séo catalisadas por paladio
para a producdo de novas ligacoes C—C. A maioria das aplicacbes dos
compostos tricoordenados de boro, sobretudo os acidos e ésteres bordnicos,
sao explicadas pelo fato de que esses compostos séo facilmente sintetizados
via reagdes de transmetalacéo ou hidroboragéo [93-95].

Os trifluoroboratos organicos sado excelentes opcdes para substituir os
boronatos, sobretudo porque eles agregam vantagens em reagdes do tipo
Suzuki, sintese de alcoois, aminas, adicao 1,2 e 1,4 a carbonila, dentre outras
reacdes [96-99]. A principal vantagem se da com a possibilidade de aumentar a
complexidade da molécula mantendo intacta a ligacdo C-B, que pode ser
utilizada em reacdes futuras. Além de suas aplicacdes na sintese organica, 0os
trifluoroboratos organicos podem atuar como inibidores da serina protease e ha
relato da investigacado das propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas do sal
tiofeno-3-trifluoroborato de potéassio [100, 101].

Objetivo

Diante da crescente importancia dos trifluoroboratos organicos, nés nos

propusemos a criar um banco de dados espectrais para 28 compostos dessa

classe, usando a espectroscopia de RMN de 'H, de ''B, de °C e de '°F.
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Procedimento Analitico

Os compostos utilizados na criacdo do banco de dados foram
sintetizados no Laboratério de Organica Avancada — LOA, da UFPE, por
Roberta Ayres. Os espectros de RMN de 'H, de ''B, de '*C e de '°F foram
obtidos em DMSO-ds, usando o sinal do solvente como referéncia interna de
deslocamento (8 2,5 ppm e 8¢ 39,5 ppm). No caso dos espectros de ''B e de
OF  utilizamos BF3.Et,0 (85 0,0 ppm) e CF3CO2H (8 0,0 ppm) como referéncia
externa de deslocamento quimico. Os espectros foram obtidos com os
seguintes parametros:

RMN de 'H — tempo de aquisicdo igual a 3,6 s, 16 repeticdes, janela espectral
igual a 5 kHz e pulso de 45¢;

RMN de "B — utilizamos a seqiiéncia S2PUL fornecida no software VNMR
versao 6.1C, consistindo de dois pulsos de rf. O primeiro pulso foi de 909,
seguido de um tempo de espera igual 500 ms e um segundo pulso de 180°. O
tempo de aquisicao foi igual a 1,0 s e o tempo de espera antes do primeiro
pulso foi igual a 1,0 s. Foram 128 repeti¢cdes e janela espectral igual a 16,5
kHz;

RMN de C — tempo de aquisicdo igual a 1,7 s, 1024 repeticdes, janela
espectral igual a 18,8 kHz e pulso de 90%;

RMN de '°F — tempo de aquisicdo igual a 0,3 s, 80 repeticdes, janela espectral
igual a 50 kHz, pulso de 45° e tempo de espera igual a 1,0 s.

Resultados e Discussao

A obtencéo de espectros de RMN de 'H, de '*C e de '°F & relativamente

comum, devido a importancia e as propriedades magnéticas desses nucleos.
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Assim sendo, voltaremos nossa atencao para a RMN de ''B. O elemento boro
possui dois isétopos que podem ser observados por RMN, °B e ''B. H4 uma
preferéncia pelo ''B por conta de sua alta abundancia isotépica, maior
constante magnetogirica e maior sensibilidade relativa. Além disso, o ''B
apresenta uma maior dispersdo, em termos de Hz/ppm, do que a observada
para o '°B e as constantes de acoplamento observadas para o ''B sdo trés
vezes maiores do que as correspondentes para o '°B.

Os dois nucleos possuem momento quadrupolar e 0 mecanismo de
relaxacdo quadrupolar normalmente € dominante para os mesmos, o0 que faz
com que os valores de T para esses nlcleos sejam curtos, variando
geralmente de 1 a 10 ms.

Tabela 4 — Propriedades magnéticas dos nucleos estudados.

. . . e Sensibilidade
Abundancia Spin v/ (10°rad s T7) relativa a0 13C

'H 99,99% 1/2 26,75 5,87 x 10°

B 19,90% 3 2,87 2.32x10'

"B 80,10% 3/2 8,58 7,77 x 102

3c 1,07% 1/2 6,73 -

19 100,0% 1/2 25,16 4,89 x 10°

O spin maior que 1/2 e o conseqliente momento quadrupolar do ''B faz
com que os sinais de ressonancia no espectro ''B, bem como aqueles
correspondentes aos nucleos vizinhos ao boro, apresentem-se alargados. No
nosso caso, essa situagdo é mais evidente nos espectros de RMN de °C, haja
vista que em 24 dos 28 casos estudados, o carbono diretamente ligado ao boro
também era ndo-hidrogenado (Figura 33). Considerando que este sinal ja ndo
usa o efeito Overhauser advindo do desacoplamento e ainda tem uma maior

distribuicado de frequéncias em funcdo do mecanismo de relaxacao
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quadrupolar, os mesmos praticamente ndo eram observados e, portanto, ndo

eram relatados quando da caracterizacao espectral desses compostos [102].
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Figura 33 — Compostos utilizados para construgcdo do banco de dados espectrais em RMN de
'H, de "B, de "°C e de "°F.

Outro problema que tivemos que enfrentar, esta associado ao fato de
que ao obtermos os espectros de RMN de ''B, os sinais correspondentes aos
nucleos de boro contidos no tubo (vidro de borosilicato) de RMN sobrepunham-
se aqueles que nds estavamos investigando. Associado a isto, tem-se o fato de
que, devido ao momento quadrupolar, o sinal no espectro de RMN de ''B ja é
naturalmente largo. A combinacdo desses fatores dificulta, inclusive, a
observacdo das constantes de acoplamento entre os nucleos ''B e '°F [103].

Para enfrentarmos essas questdes, fizemos algumas modificacdes para

garantir a observancia do sinal do carbono ligado ao boro, bem como eliminar o
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sinal oriundo do borosilicato e observar as constantes de acoplamentos ''B—'°F
no espectro de RMN de ''B. Considerando que no vidro o movimento molecular
€ muito lento, enquanto o boro na solucdo esta em regime de movimento
molecular muito rapido, é razoavel imaginar uma diferenga significativa nos
tempos de relaxacdo das duas espécies e que o tempo de relaxacao
transversal para o boro contido no vidro € menor do que para o boro da
amostra. Assim sendo, utilizamos uma seqtiéncia com dois pulsos de rf no eixo
X, sendo o primeiro de 90° e o segundo de 1809, separados por intervalo de
tempo de 500 ms. Esse intervalo de tempo foi suficiente para provocar a
completa relaxacdo dos spins do boro contido no vidro enquanto o sinal oriundo
da amostra ainda apresentava uma componente no plano xy. Dessa forma, ao
aplicarmos o pulso de 180°, apenas os nulcleos de interesse puderam ser
observados, ou seja, 0s spins nucleares oriundos da amostra. Resolvido o
problema da interferéncia do vidro, foi possivel observar também as constantes
de acoplamento "'B-"°F.

No caso do espectro de RMN de '*C, para observarmos o sinal do
carbono diretamente ligado ao boro, usamos pulso de 90° e aumentamos o
tempo de espera para 2,3 s, fazendo com que o tempo total entre cada pulso
fosse igual a 4,0 s. Assim, ndés conseguimos observar o sinal correspondente
ao carbono ligado ao boro. A Figura 34 apresenta os espectros de RMN do
composto 1, onde é possivel observar o alargamento do sinal em 6. 98,3 ppm,
atribuido ao carbono diretamente ligado ao boro, e determinar o valor da

constante de acoplamento.
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Figura 34 — Espectros de RMN de 'H, de "B, de "°C e de '°F do composto 1 (etino
trifluoroborato de potassio) em DMSO-ds.

As tabelas 5 e 6 apresentam um resumo dos & observados nos
espectros de RMN de 'H, de "B, de C e de '®F para os compostos
estudados. Esta descrito na literatura que o deslocamento quimico do ''B varia
muito em funcao da natureza do ligante e do nimero de coordenacao do boro.
No nosso caso, ndo ha alteracdo no numero de coordenacdo. Assim, as
variagdes de deslocamento quimico dar-se-do em funcao da vizinhanca.

Nos compostos 1, 3 e 4, o atomo de boro esta ligado a um atomo de
carbono com hibridagdo sp. Assim, devido a anisotropia da ligagao tripla

blindando-o0s, esses nucleos apresentam-se com 6g em torno de 2,0 a 3,0 ppm.
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Para os compostos em que o boro se liga a um carbono sp?, os valores de &g
variam 6,6 a 8,2 ppm, em funcdo dos substituintes do sistema aromatico. E
interessante notar que nos extremos dessa faixa estao os compostos 16 e 13,
cujos substituintes do anel aromatico estdo nas duas posi¢cdes meta em relacéao
ao boro. Estes substituintes sdo o difllor e o dimetil, respectivamente. Assim,
por efeito mesomérico, o flior faz aumentar a densidade eletronica sobre o
boro, blindando-o.

O mesmo efeito é observado no espectro de RMN de *C, com o sinal do
carbono que esta ligado ao boro apresentando-se mais blindado (6¢c 121,3
ppm) em comparacao ao do composto 5 (5c 149,1 ppm) e ao do composto 13,
cujos substituintes na posicdo meta sdo as metilas (6c 126,0 ppm). Os
resultados apresentados nas tabelas 5 e 6 mostram claramente que, além de
alargar o sinal, o grupo triflior-borato diminui a densidade eletrénica sobre o
carbono no qual esta ligado, fazendo com que seu sinal de ressonancia

apresente-se com freqiiéncias maiores.

Os espectros de RMN de '°F mostram que os sinais do fltor ligado ao
boro apresentam-se entre 6 —142 e —130 ppm. A fim de avaliar se ha
mudancas no deslocamento quimico ou no valor da constante de acoplamento
""B-"°F em func&o do solvente e/ou temperatura utilizada, obtivemos espectros
de RMN de "'B e de "F do composto 1 em agua, acetona, metanol e dimetil
sulféxido. A tabela 7 apresenta um resumo dos dados coletados nesses

experimentos.
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Tabela 5 — Sinais observados nos espectros de RMN de 'H, de ''B, de °C e de
'F para os compostos de 1 a 13.

8/ ppm (11B_19F)
1H 11B 130 19F TJ/ HZ
1 1,03 (s, 1H) 2.2 97,6: 79.1 1328 36,6
g O84569(m 1H)522213 59 1462, 1216 ~139,5 51,0
(m, 2H)
130,9: 128.3:
3 7.28-7.25 (m, 5H) 29  126.9. 1254 ~132,0 19,0
104,3: 895
1,97 (t 5.1 Hz, 2H): 1,34- T
_ 90,8: 56,9: 31,5:
4 129(m, 4H):,3g,)83 (t72Hz, 27 EEIY 1315
7.43 (d, 6,6 Hz, 2H); 7,19- 149,1: 131.6; B
S 7,10 (m, 3H) 79 1268 1258 139.3
147,9 (d, 247 Hz); _1‘315312’2;7)_
139.0 (d, 240 Hz). 1 (m);
6 - 60 1306 (d 247 i), 1607 (419 420
119,1 Hz, 2F);
’ ~165,5 (m)
157.9: 141,5:
7,73 (d, 7.8 Hz, 2H); 7,49 (d, ,9; 141,5; B
T e et (& a7 132,2,51112,6, 140,1
155,9: 132.0:
g 758750 (m 2H): 743735 , 1262(q30H2);  -1354;
(m, 2H) 4 1252 (q.272 Hz):  —140,2
122.8
g 990(s 1H); 7,66 (d. 7.5Hz, 7 4 122’25 }g?’gi ~140.2
2H): 7,55 (d, 7.5 Hz, 2H) ! B 1316 !
9,95 (s, 1H): 7,89 (s, 1H): 195,0: 150,3:
7,68 (ddd, 7,5 ¢ 1,5 Hz, 1H): 138.4: 135 1. B
10 261 (ddd, 7.5 1.5 Hz, 1H): "% 133.4: 127.7: 139.9
7,34 (dd. 7,5 Hz, 1H) 127.2
10,45 (s, 1H): 7,69 (d, 7.5 _ _
Hz, 1H): 7.63 (d, 7.2 Hz, ]gg’;: }gg’g:
11 1H)740(dd 7.5 72Hz, 7.6 ool 1o 1325 51.0
1H): 7.24 (dd, 7.2 € 7.5 Hz. :1;126,0;
124.6
1H)
148,9: 140.5:
7.30 (d, 6,0 Hz, 1H); 6,85- 131.6. 128 2. B
12 g87(m 3H):227 (s, 3H) 7 1251.123.4; 137,7 52,0
217
141,0: 126.6:
6,81-6,76 (m, 1H): 6,69 (d, ,0; 1266 B
13 O ant (e 82 126,2,31424,7, 129.6 53.0

Em negrito, os d¢ e & dos nucleos diretamente ligados ao boro.
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Tabela 6 — Sinais observados nos espectros de RMN de 'H, de ''B, de °C e de
'F para os compostos de 14 a 28.

8/ ppm (11B_19F)
1H 11B 130 19F TJ/ HZ
, 161,7 (d, 240Hz): _
14 740-7.36 ((”r;’; %HH))’ 09687 78 1a521334;1185 0%
: (d, 15 Hz) ’
8,18 (s, 1H): 7,96 (dd, 8,1 e
2.0 Hz, 1H); 7.80 (dd, 7.2 € 152,4;147,4,138,7,
15 50Hz 1H): 7.43 (dd. 7.8 "2  128,5;1257; 121,1 1405
7.2 Hz, 1H)
7,16-7,06 (m, 1H); 6,69 (1, 1661 (0d, 2402174430,
16 0.0 11s. obh 66 Hz);1280,121.3; 1 0% 450
0 Hz, 110,3 (d, 29 Hz) ’
7.21-7,02 (m, 5H): 2,48-2,42 148.0: 127.9; 127.7:
17 (m, 2H):0,40-0.28 (m, 2H) 22  1245:321:223 1383 18,0
9,78 (5, 1H); 7.87 (d, 2,5 Hz, 192.2: 168.1: 137.8:
18 'M):766(dd.87e25 55 4354 131.0;1285  —138,2
Hz,1H); 6,91 (d, 8,7 Hz, 1H); ’ ’169 6',5,5 1 = ’
3.74 (s, 3H) ,6; 55,
131,3,1282 (g 31 . o
19 788(s2H);7.72(s 1H) 69 Hz);1243(q 270  _oi”
Hz); 118,8 (g, 3,5 Hz) ’
7,22 (d, 7,2 Hz, 2H); 6,91 (d 146,0; 133,6: 131,5.  _
20 75 Hg, 2H); 221 (s, 3H) 0 127,2:21,2 1388
9,87 (s, 1H): 7.84 (s, 1H); 185,3; 153,7; 144,0;
21 7,64 (s, 1H) 6,4 143.1; 136,9 1368
9,86 (s, 1H); 7,85 (s, 1H): 185,1;153,6; 143,9;
22 7,65 (s, 1H) 6,6 143,0: 136,7 136,9
8,54 (s, 1H); 8,29 (d, 4,8 Hz, o
23 1H): 7,67 (d, 9.0 Hz, 1H); 7.7 fb2r3§’1 ;‘;76’;9’1 12‘;22’2 ~139,4
7.12/(dd, 9,0 ¢ 4.8 Hz, 1H) ; 139,6; 123,
7,23 (dd, 3,9 € 3,8, 1H); o7 ke 10RO
24  693(dd 38e12 1H). 69 190612751269, 44, 46,0
28 1244
7,22 (d, 3,0 Hz, 1H); 7,10 (s, 151,3;132,0;124,7,
25 4H):7.06 (0, 3,0 Hz, 1H) 72 123.0 1358
26 (o e m iy 88 12:-0,4 141,2
2,28 (1, 7,5 Hz, 2H); 2,03 (s,
3H): 1,37 (g, 7,5 Hz, 2H); 210,8;43,9;30,0;
21 1,07 (q, 7.5 Hz, 2H); 9.4 27.7: 25,5 137,2
0,06 (m, 2H)
28 1,80 (s, 2H) 6,9 ~140,7 50,0

Em negrito, 0s d¢ e & dos nucleos diretamente ligados ao boro.
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Tabela 7 — Mudancas no valor de 8z e J(''B—"°F) em fungéo do solvente
e da temperatura.

Composto  Solvente T (°C) &s/ppm 8 (ppm) 'Je-r/Hz

DO 25 2,6 -144 .2 15,1

D,O 50 2,9 -143,8 14,6

Acetona-ds 25 3,0 -135,8 32,8

Acetona-ds 50 3,0 -136,0 36,2

= BFK CD3s0D 25 4,0 -155,7 11,6
1 CD;0D 50 4,0 -155,7 11,5
CD3CN 25 2,9 -135,7 35,9

CDsCN 50 2,9 -135,8 35,9

DMSO-ds 25 2,2 -132,8 36,6

DMSO-ds 50 2,2 -132,9 36,1

Os resultados apresentados na tabela 7 indicam que os valores de
"J('B-"°F) e § ndo se alteram em funcdo da temperatura, mas que a constante
de acoplamento ''B—'°F diminui muito quando é utilizado um solvente prético.
Isso se deve ao fato de que num solvente protico, o carater idbnico do composto
é acentuado. Os apéndices V e VI apresentam os espectros de RMN de ''B e
9F respectivamente, de 11 (onze) dos compostos estudados.

Conclusao

Conseguimos produzir o banco de dados espectrais com os dados de

RMN de 'H, de "'B, de *C e de '°F para 28 trifluoroboratos organicos, sendo

este trabalho publicado no periddico Magnetic Resonance in Chemistry [104].
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Erro na Manipulacao de Farmaco? — Outro Estudo de Caso

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, trés aspectos sao cruciais
para o uso de um medicamento: correta prescricao; eficacia; e seguranca [105].
A correta prescricdo estd relacionada ao diagnostico e, portanto, € uma
responsabilidade exclusiva do profissional de saude. No que diz respeito a
eficacia e seguranca de um medicamento, € importante garantir as condicdes
de estocagem, bem como que o principio ativo do mesmo esteja na dose
terapéutica pré-estabelecida, pois a sub-dose terapéutica representa fator de
morbidade aos pacientes. Mais comumente, falhas durante a produc¢ao ou nos
processos envolvendo a estabilidade das preparagdes farmacéuticas séo as
causas da sub-dosagem terapéutica [106, 107]. Desta forma, um rigido controle
de qualidade analitico se faz necessario para evitar este tipo de problema nos
medicamentos.

Assim como no caso das andlises de biofluidos, as técnicas
cromatograficas (GC e HPLC) seguidas de um sensivel sistema de deteccao
(espectrometria de massas, detector de indice de refracdo, detector UV/Vis)
normalmente sao utilizadas como métodos de rotina para medicamentos. Isso
ocorre porgue os medicamentos freqlientemente sdo misturas do principio ativo
e diversos excipientes [108].

A espectroscopia de RMN tinha a sua agao restrita basicamente aos
laboratérios de pesquisa e desenvolvimento de farmacos, sendo escassos 0s
casos de sua utilizagcdo com propésitos analiticos. Todavia, alguns problemas
especificos da industria farmacéutica passaram a ser estudados usando a

espectroscopia de RMN como sonda. E o caso, por exemplo, quando isdmeros
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oticos atuam de forma diferente e podem causar sérios problemas ao paciente
[109]. Isso pode ser estudado com o uso de reagentes de deslocamento quiral
ou agentes de solvatacdo quiral, observando mudancas provocadas no
espectro de RMN em funcao da utilizacao dessas substancias; 0 mesmo ocorre
quando ha uma investigacédo de polimorfismo. Nesses casos, observa-se que a
rigor ndo haveria problemas com o principio ativo, no que diz respeito a sua
pureza quimica, mas ha uma reducao na biodisponibilidade do mesmo. Esse
fenbmeno ocorre porque ha uma mudanca na estrutura cristalina do farmaco,
que pode ser investigada pela espectroscopia de RMN no estado sélido [34].
Ha também relatos de estudos que utilizam a espectroscopia de RMN
ordenada por difusdo (DOSY) e RMN de '°F para investigar e determinar o teor
de possiveis impurezas [110].

Aqui, apresentamos um estudo de caso onde a espectroscopia de RMN
de 'H foi empregada na investigagdo analitica de um medicamento proveniente
de formulagdo magistral, constituido por uma mistura de atenolol e maleato de
enalapril, cuja concentracdo e/ou composicdo real dos principios-ativos foi
questionada pelo paciente.

Descricao do caso

Uma paciente idosa, com prévio diagnéstico de hipertensédo arterial,
procurou seu cardiologista que prescreveu os seguintes farmacos manipulados:
Atenolol e Maleato de Enalapril. A manipulacdo seria feita de maneira tal que
os dois farmacos integrassem a mesma capsula. A paciente procurou uma
grande rede de farmacias de manipulagdo do Recife, que preparou o

medicamento prescrito. A referida paciente utilizou o medicamento manipulado
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conforme a prescricdo médica, mas nao foi observada a melhora clinica
esperada (controle da hipertensao arterial e da frequiiéncia cardiaca). Com isso,
ela retornou ao seu médico que, apdés uma adequada anamnese, seguido de
afericdo da pressao arterial e da analise do eletrocardiograma, recomendou-a a
imediata suspensdo do medicamento manipulado e a aquisicdo do mesmo
medicamento, porém, de origem industrializada. Essa medida resolveu o
problema do ponto de vista da saude da paciente, mantendo os valores da
pressao arterial e da frequéncia cardiaca dentro dos limites de normalidade.
Entretanto, a duvida com relacdo ao medicamento manipulado persistiu. Entao,
a citada paciente/cliente procurou a farmacia responsavel pela manipulagao do
medicamento em questdo, e apos o relato do ocorrido, os profissionais da
farmacia ndo admitiram a existéncia de tal problema, assim como o
questionamento da ineficacia do medicamento manipulado supracitado. Desta
maneira, a paciente nos procurou com o intuito de confirmar se 0 medicamento
se tratava de fato de uma mistura com Atenolol e Maleato de Enalapril e, em
caso afirmativo, se a propor¢ao prescrita pelo médico havia sido cumprida.

Procedimento Analitico

A estratégia analitica adotada é relativamente simples, consistindo de:
obter um espectro de RMN de 'H da amostra problema; analisar e caracterizar,
usando a espectroscopia de RMN de 'H, uma amostra comercial de atenolol
(Laboratério Biosintética LTDA, comprimido com 50 mg) e outra de maleato de
enalapril (Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, comprimido com

10 mQ); preparar, a partir das amostras anteriormente analisadas, uma mistura
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dos dois farmacos e obter espectro de RMN de 'H dessa mistura, comparando
0 espectro obtido com o da amostra-problema.

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em solugdo de HCI / D-O 3%
v/v, usando uma seqiéncia de pulsos com pré-saturacao do sinal da agua com
0s seguintes parametros: janela espectral igual a 5 kHz, 32 repeticdes, pulso
de 90°, tempo de saturacéao igual a 3,0 s e tempo de aquisicdo igual a 3,74 s.
Os espectros foram processados com line broadening igual a 0,3 Hz.

Por tratar-se de um processo judicial, os espectros que, inicialmente,
foram obtidos a pedido da reclamante, em nosso laboratério, sem a presenca
de um perito oficial ou da parte reclamada, foram repetidos obedecendo todos
0s requisitos legais com a presenca de dois peritos juramentados e de um
profissional designado pela empresa reclamada. A paciente/cliente abdicou do
direito de estar presente, ou se fazer representar, durante a reanélise.

Resultados e Discussao

A estratégia adotada possibilitaria, dentre outras coisas, observar os
sinais de RMN devidos aos excipientes utilizados na manipulagdo, bem como,
os sinais devidos aos possiveis produtos de decomposicdo dos principios-
ativos.

As Figuras 35 e 36 apresentam os espectros de RMN de 'H e as
estruturas dos farmacos utilizados na manipulacdo, atenolol e maleato de
enalapril, respectivamente, bem como a numeragao utilizada na atribuicao dos

sinais.
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7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 ppm 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 Ppm

Figura 35 — Espectro de RMN de "H do atenolol — (2-[4-2-hidroxi-3-(isopropilamino) propdxi)
fenil] etanamida), em HCI/D,O, com pré-saturacdo do sinal da agua (6 4,72 ppm,
sinal excluido), 300 MHz.

A atribuicao dos sinais é relativamente simples, uma vez que
observamos: dois dupletos em & 1,19 e 1,21 ppm atribuido as metilas (H-11 /
H-11’) do grupo isopropil; um sistema AA’BB’ entre 6 6,82 e 7,08 ppm, atribuido
aos nucleos H-5 / H-5" e H-4 / H-4’, respectivamente; um simpleto em & 3,38
ppm atribuido ao nucleo H-2; um hepteto em & 3,32 ppm atribuido ao nucleo H-
10; um multipleto em & 4,13 ppm atribuido ao nucleo H-8; dois dupletos de
dupleto entre & 3,80 e 4,10 ppm atribuidos aos nucleos H-7 / H-7’ que sao
diasterotopicos; e, pelo mesmo motivo, outros dois dupletos de dupleto entre &

2,90 e 3,25 ppm atribuidos aos nucleos H-9 / H-9'.
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OH

6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 ppm 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 36 — Espectro de RMN de "H do maleato de enalapril — Acido Butenodidico e Acido-1-[2-
(1-Etéxicarbonil-3-fenil-propilamino) propionil] pirrolidina-2-carboxilico, em HCI/D.,O,
com pré-saturagdo do sinal da agua (6 4,72 ppm), 300 MHz.

No caso do maleato de enalapril, a atribuicdo dos sinais ndo é tao
simples quanto foi a atribuigdo para o atenolol. Mas, claramente, observamos
um conjunto de sinais entre 8 6,90 e 7,20 ppm, atribuidos aos ndcleos do grupo
fenila (H-13, H-13’, H-14, H-14" e H-15), e um simpleto em & 6,14 ppm,
atribuido ao CH do maleato. Observa-se também um tripleto em & 0,99 ppm
atribuido ao nucleo H-17. A atribuicdo dos sinais de RMN de 'H para o maleato
de enalapril, em D20, foi descrito por Zoppi e colaboradores [111]. Porém, no
nosso caso, pequenas mudancgas no valor de & foram observadas em funcao
de termos utilizado HCI/D>,O como solvente. A tabela 8 apresenta a atribuicéo
para os dois farmacos.

Tabela 8 — Atribuicdo dos sinais no espectro de RMN de 'H do atenolol e
do maleato de enalapril em HCI/D-O 3%, 300 MHz.

Atenolol Maleato de Enalapril
Nucleo 8/ppm Nucleo d/ppm
11 1,19 17 0,99
11’ 1,21 8 1,27
9 2,90 -3,25 3,4,10 1,50 — 2,20
10 3,32 11 2,50
2 3,38 5 3,29
7 3,80 -4,10 9 4,15
8 4,13 7 3,29
5 6,81 16 3,95
4 7,08 CH (maleato) 6,14
- - 13,14, 15 6,90 — 7,20
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O espectro de RMN de 'H da mistura de atenolol com maleato de
enalapril preparada em nosso laboratério é apresentado na Figura 37. No
detalhe, podemos observar o tripleto atribuido ao nucleo H-17 do maleato de
enalapril (3 0,99 ppm) e os dupletos, nao resolvidos, atribuidos as metilas H-11
(6 1,21 ppm) do atenolol. Em campo baixo, observamos o simpleto atribuido ao
grupo CH do maleato (6 6,14 ppm) e os sinais do sistema AA’BB’ do atenolol e
do grupo fenila do enalapril. Para efeito de célculos para determinar a
concentracao relativa dos farmacos, poderiamos utilizar as areas de integracao

sob o simpleto em 6 6,14 ppm e é entre 0,9 e 1,3 ppm.

1.30 1.20 1.10 1.00 0.90 ppm

7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 ppm 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 PpPm

Figura 37 — Espectro de RMN de "H (300 MHz) da mistura padrdo de maleato de enalapril —
dcido butenodidico e Aacido-1-[2-(1-etoxi-carbonil-3-fenil-propilamino) propionil]
pirrolidina-2-carboxilico e atenolol — (2-[4-2-hidrdxi-3-(isopropilamino) propdxi) fenil]
etanamida), em HCIl/D.O, com pré-saturagdo do sinal residual da dgua (5 4,72
ppm), correspondente a regido ndo apresentada. No detalhe superior, expansdo da
regido entre 6 0,8 e 6 1,4 ppm evidenciando o tripleto (6 0,99 ppm) e o dupleto
(6 1,21 ppm) atribuidos as metilas do maleato de enalapril e atenolol,
respectivamente.

Para garantir que o espectro seja quantitativo, nos certificamos de que
toda a amostra fosse soluvel no sistema proposto. O passo seguinte teria sido

determinar o tempo de relaxacéo longitudinal dos sinais que teriam suas areas
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de integracao selecionadas. No entanto, ao observarmos o espectro de RMN
de 'H da amostra-problema (Figura 38), ndo detectamos, nem os sinais
referentes ao sistema AA’'BB’ do anel aromatico para-substituido do atenolol,
nem os dupletos em & 1,21 ppm, atribuidos as metilas do grupo isopropil do
atenolol. Na verdade, nenhum dos sinais atribuidos ao atenolol pode ser
identificado no espectro de RMN de 'H da amostra-problema. Esse espectro é

semelhante ao espectro do maleato de enalapril (Figura 36).

7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 ppm 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 38 — Espectro de RMN de '"H da amostra-problema em HCI/D.O, com pré-saturacdo do
sinal residual da agua (6 4,72 ppm), 300 MHz.

Com isso, nds concluimos que a amostra-problema ndo contém atenolol,
0 que é perfeitamente compativel com os sintomas clinicos apresentados pela
paciente/cliente apds o uso da medicacdo. Considerando também que nenhum
sinal que pudesse ser associado a um produto de decomposicdo do atenolol
fora observado, provavelmente o atenolol ndo foi adicionado no momento da

formulagdo do medicamento.
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Enfatizamos que a metodologia proposta se mostrou Util, rapida,
eficiente e sem interferéncias. N&do deixando duvidas acerca da auséncia de
um dos farmacos: o atenolol.

O laudo analitico e o parecer do médico sdo pec¢as que integram a acao
judicial movida pela paciente/cliente contra a farmacia de manipulacéo. O caso

encontra-se em fase de julgamento.

Ricardo Oliveira da Silva 122




Tese de doutorado

Polifosfato — Nutricao parenteral e matriz polimérica

Na clinica médica, ha duas formas de administrar um suporte nutricional:
a nutricao enteral, administragao por via digestiva, ou parenteral, administracéo
por via venosa [112]. Considerando-se que a nutricdo enteral utiliza a via
fisiolégica natural e que seu preparo é relativamente simples e barato, a opcao
pela nutricdo parenteral s6 € feita quando ha algum tipo de alteracdo ou
comprometimento funcional/anatdémica no sistema gastrointestinal, ou ainda
guando ha necessidade de manter o sistema digestivo de repouso por razdes
terapéuticas [113, 114].

Segundo a portaria de n° 272/MS/SNVS, a “nutricdo parenteral € uma
solugdo, ou emulsdo, composta basicamente de carboidratos, amino&cidos,
lipidios, vitaminas e minerais, estéril e apirogénica, acondicionada em
recipiente de vidro ou plastico, destinada a administracdo intravenosa em
pacientes desnutridos ou ndo, em regime hospitalar, ambulatorial ou domiciliar,
visando a sintese ou manutencgéo dos tecidos, érgaos ou sistemas” [115].

A nutrigdo parenteral utiliza agua como veiculo e as substancias
contidas na mesma podem ser separadas em trés grupos: a fonte calérica,
constituida por carboidratos e gorduras; a fonte protéica, formada por
aminoacidos; e o0s micronutrientes, constituidos por sais minerais,
oligoelementos e vitaminas. Nesse sentido, dezenas de componentes podem
estar presentes numa nutrigdo parenteral. E preciso, portanto, cuidar para
garantir a estabilidade fisico-quimica, dentre outros fatores, da solucdo ou
emulsdo. Assim, € preciso estar atento para evitar a separacao de fase da

emulsao lipidica, a degradacédo por processos oxidativos e a precipitacdo de
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fosfato de calcio [116-118], uma vez que os ions fosfato e calcio sao
importantes micronutrientes para o organismo.

No nosso trabalho, nos detivemos a esse ultimo ponto. Alguns
parametros devem ser levados em consideragao quando da formulacado da
nutricdo parenteral, sob pena de expor o0 paciente a sérios riscos a sua saude.
Por exemplo, a administracdo de nutricdo parenteral contendo particulas com
tamanhos maiores que 5 um pode causar obstrucdo de artérias pulmonares,
podendo o quadro clinico evoluir a 6bito. H& relatos na literatura de casos
dessa natureza a partir da formagéo de cristais de fosfato de célcio [119, 120].
Assim, é imprescindivel considerar e trabalhar no sentido de evitar tal
possibilidade.

Os fosfatos podem se apresentar como ortofosfatos (PO,*) ou como
cadeias contendo n grupos fosfatos, por exemplo, pirofosfato (P-0;*%), trifosfato
(P3010>) ou, quando n é maior que 4, polifosfatos. Os fosfatos sdo espécies de
grande importancia cientifica e tecnoldgica, seja por seu papel nos sistemas
Vivos, seja por sua capacidade de produg¢do de novos materiais [121]. Em um
dos trabalhos que desenvolvemos na dissertacdo de mestrado [122],
estudamos a transicdo sol-gel do ponto de vista microscopico, utilizando a
espectroscopia de RMN de *'P ordenada por difusdo (DOSY *'P). Géis e vidros
de polifosfatos sdo muito utilizados em implantes de ossos e dentes, como
fibras éticas na regido do ultravioleta, no encapsulamento de material radioativo
ou como matriz polimérica de suporte para novos materiais, dentre outras
aplicacdes. A formacao desses vidros e géis ocorre através da complexacao do

polifosfato com céations, como o Ca?*, Cd?*, Pb®*, AI**, Sn?*.
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Pereira propés utilizar polifosfato como fonte de fésforo em nutricdo
parenteral, com base na conhecida habilidade dos polifosfatos em dificultar a
precipitacdo ou em dissolver precipitados de metais alcalinos terrosos [123].
Inclusive, essa capacidade é utilizada no tratamento de dguas industriais, uma
vez que a dureza da agua — a presenca de ions calcio e magnésio — é
potencialmente perigosa para a eficiéncia térmica de caldeiras, podendo o0s
precipitados desses ions obstruir tubulagdes e até mesmo provocar explosoes.
Nesse sentido, polifosfatos sdo comumente utilizados como sequestrantes de
ions calcio e magnésio em tratamentos de aguas industriais [124].

No contexto da nutricdo parenteral, a utilizacdo de polifosfato
possibilitaria aumentar a concentracdo de grupos fosfatos disponiveis, sem
riscos de precipitacdo. Aqui é preciso deixar claro que, para minimizar os riscos
de precipitacdo, normalmente a solucdo de fosfato é acondicionada em
ampolas e é adicionada a nutricdo parenteral momentos antes da
administragao.

Porém, uma possibilidade que pdée em risco a utilizacdo de polifosfato
para esse fim é a possibilidade de hidrélise da cadeia de polifosfato durante o
processo de esterilizacdo ou de preparacdo e administracdo da nutricdo
parenteral. A hidrélise formaria ortofosfato e aumentaria a possibilidade de
precipitacao de fosfato de calcio.

A espectroscopia de RMN de *P é normalmente utilizada para
determinar o tamanho médio de cadeias de polifosfatos [125]. Além disso, a

RMN de *'P possibilita determinar a quantidade relativa de ortofosfatos e
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metafosfatos, que séo fosfatos de cadeia ciclica, presentes como impurezas do
polifosfato.

Barros e Azevedo demonstraram que polianilina é formada quando o
mondémero é exposto a radiacdo gama na presenca de ions prata [126]. Como
este processo ocorre com mudanca de cor, e a intensidade da cor é
proporcional a dose de radiacdo gama, o mesmo poderia ser utilizado como um
sensor de exposicado a radiacdo gama. No entanto, para que esse sensor seja
possivel, é necessario ter um material que possa suportar a anilina e que seja
estavel a radiacdo gama. A proposta, portanto, é utilizar o gel de polifosfato
como matriz polimérica para um sensor de radiacdo gama. Assim, foi produzido
um material hibrido de polianilina (PANI) e polifosfato de aluminio a partir do
processo sol-gel seguido de exposicdo a radiacdo gama. Sendo mais
especifico, o gel de polifosfato de aluminio foi produzido a partir da mistura de
uma solucao aquosa contendo anilina (monémero), nitrato de prata, polifosfato
de sédio e nitrato de aluminio. Ap6s a formacado do gel, o material foi
centrifugado. O gel, assim produzido, foi exposto a radiagdo gama para
formagédo da polianilina. Com isso, nds precisamos determinar se o gel de
polifosfato de aluminio €, ou ndo, resistente a radiacdo gama.

Entdo, o fator que liga os trabalhos descritos acima € o fato de o
polifosfato, seja no estado sélido ou em solugéo, ser exposto a radiagcdo gama,
bem como a capacidade da espectroscopia de RMN de *'P avaliar a
estabilidade da cadeia de polifosfato frente a essa exposicdo. Assim, néds
realizamos experimentos utilizando RMN de *'P no estado sélido (RMN de *'P

MAS), e em solugéo, visando estudar a estabilidade da cadeia de polifosfato
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frente a radiacdo gama, considerando que este tipo de emissao, além de iniciar
0 processo de polimerizacdo no caso da anilina, € uma eficiente ferramenta
utilizada para fins de esterilizacdo na industria farmacéutica [127]. Utilizamos
como parametro de avaliacdo o tamanho médio da cadeia do polifosfato antes
e ap6s a exposicdo a radiacdo gama, e também a razdo entre as areas de
integracdo sob os sinais atribuidos aos ntcleos Q° e a soma dos nucleos Q' e
Q%
Objetivo

Investigar a estabilidade da cadeia do polifosfato de sédio e do gel de
polifosfato de aluminio frente a radiacdo gama usando a espectroscopia de

RMN de *'P em solucéo e no estado sélido.
Procedimento Analitico

As amostras foram preparadas com polifosfato de sédio (Vetec), nitrato
de aluminio [AI(NO3)3.9H.0, Merck], nitrato de prata (Merck) e anilina (Nuclear),
que foi destilada sob pressao atmosférica e mantida sob baixa temperatura e
ambiente seco até o momento da utilizag&o.

A exposigcado a radiacdo gama foi realizada com uma fonte de cobalto
(Radionics Laboratory, Scotch Plains, New Jersey, USA) com capacidade de
fornecer uma taxa de 12,6 Gy.h™.

Os espectros de RMN de ®'P foram obtidos num espectrometro de RMN
Varian Unity Plus 300, operando a 121,4 MHz. Os espectros em solucdo foram
obtidos com pulso de 45°, tempo de aquisi¢do igual a 1,6 s, tempo de espera
igual a 5,0 s e 64 repeticdes. O processamento foi feito com line broadening

igual a 1,0 Hz. Os espectros no estado sélido foram obtidos com rotacdo no
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angulo magico (MAS) da ordem de 6 kHz, tempo de espera iguala 1,0 s e 160
repeticdes. O processamento foi feito com line broadening igual a 10,0 Hz. Por
conta da sobreposicdo dos sinais no espectro de RMN de *'P MAS, as areas
de integracdo sob os sinais foram obtidas apds deconvolucdo espectral,
usando fungdo gaussiana, utilizando o software VNMR 6.1C fornecido pela
Varian Inc.

Resultados e Discussao

A Figura 39 apresenta o espectro de RMN de *'P em solugdo aquosa do
polifosfato de sédio antes e apds a exposicao a 50 kGy.

Na interpretacdo dos espectros, utilizamos a nomenclatura Q", onde Q
representa o nucleo de fésforo que estd sendo observado e n € o numero de
fosfato (s) vizinho (s) [128]. Assim, um grupo ortofosfato é designado como Q°
e um grupo pirofosfato é formado por dois ndcleos Q'. O trifosfato tem dois
ntcleos Q' e um nlcleo Q% enquanto os metafosfatos, fosfatos de cadeia

ciclica, possuem apenas nucleos Q2.

® | il
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|

Figura 39 — Espectros de RMN de ¥p de solucdo aquosa de polifosfato de sddio, antes (A) e
apos (B) irradiacdo gama (50 kGy), 121,4 MHz.
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O interessante de usar a nomenclatura Q" é o fato de que no espectro
de RMN de *'P ha regides de & bem definidas para esses nucleos. Assim, Q°
tem & entre -1 e 4 ppm; Q' entre 5 -10 e -5 ppm; e Q% entre § -23 e -18 ppm. As
areas de integracdo sob os sinais podem ser utilizadas para determinar o

tamanho médio da cadeia (TMC) do polifosfato, usando a expressao abaixo:

TMC = 2(Q o j

No espectro de RMN de °'P da amostra, podemos observar que ha
metafosfatos (8 -22,5 ppm) como contaminante do polifosfato. Assim, para
calcular o TMC do polifosfato, temos que desconsiderar a contribuicdo desse
sinal para a area de integragéo correspondente aos ntcleos Q.

O valor do TMC medido antes da exposi¢ao a radiacao gama foi igual a
9,53, enquanto o valor medido apo6s a exposicao a 50 kGy foi igual a 9,55. Ou
seja, o TMC nao se alterou com a exposi¢cao a radiacdo gama, indicando que a
cadeia de polifosfato de sodio é resistente a uma exposicédo de 50 kGy.

A dose de 50 kGy néo foi escolhida arbitrariamente. Considerando-se
que a dose utilizada para esterilizacdo, em geral, ndo passa de 20 kGy, utilizar
50 kGy deu-nos seguranga quanto a confiabilidade na conclusdo a que
chegamos.

Na Figura 40, temos os espectros de RMN de *'P MAS das amostras de
gel de polifosfato de aluminio antes e apds a exposicao a 75 kGy. Por conta da
complexacdo com o ion aluminio e da variacdo de pH do meio, as regides
atribuidas aos nucleos Q°, Q' e Q? sdo diferentes daquelas observadas no

caso do polifosfato de sédio. Assim, nicleos Q° apresentam-se com & entre -5
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e 0 ppm; nlcleos Q' tem & entre -20 e -8 ppm; e nlcleos Q? tem & entre -40 e
-20 ppm.

O objetivo aqui € determinar se, em termos de estabilidade frente a
radiacdo gama, o gel de polifosfato pode ser utilizado como matriz polimérica
de um sensor de radiacdo gama. Em tese, uma aplicacao possivel para esse
sensor seria utiliza-lo em embalagens de produtos que seriam esterilizados por
radiacdo gama. Entdo, o raciocinio utilizado no caso do polifosfato de soédio
exposto a radiacao gama é valido aqui também. Ou seja: submeter o gel a uma

dose superior aquela que o material deve ser submetido quando de sua

utilizagc&o e observar sua estabilidade estrutural.
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Figura 40 — Espectros de RMN de °' P MAS do gel de polifosfato de aluminio contendo anilina e

nitrato de prata, antes (A) e apods (B) exposicdo a radiacdo gama (70 kGy), rotagdo
igual a 6 kHz, 121,4 MHz.

No caso do gel de polifosfato de aluminio, por se tratar de uma estrutura
macromolecular, ndo podemos calcular um tamanho médio de cadeia. A

analise da estabilidade da cadeia foi feita observando as areas de integracao e
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a relacao entre elas, para cada tipo de nucleo. A tabela 9 apresenta os valores
das areas de integracdo observados para cada tipo de nucleo, usando a

nomenclatura Q", nos espectros antes e apds a exposicao a radiagcdo gama.

Tabela 9 — Areas de integragéo sob os sinais no espectro de RMN de *'P MAS
das amostras de gel de polifosfato de sodio antes e apés
irradiacdo gama

Q° Q' Q°
0 kGy 6,37 35,78 57,85
70 kGy 6,93 37,23 55,84
A (irr — n-irr) + 0,56 +1,45 - 2,01

Os resultados apresentados na tabela 9 indicam que, ap6s a exposicao
a radiacdo gama, ha uma reducao da ordem de 3.5% na quantidade relativa de
Q? e um aumento equivalente nas quantidades de Q° e Q'.

Por outro lado, considerando-se a alta dose de exposicdo, 70 kQGy,
podemos afirmar que o gel de polifosfato de aluminio apresenta estabilidade a
radiacdo gama suficiente para ser utilizado como matriz polimérica de sensores
de radiacdo gama baseados na formacdo de polianilina, haja vista que as
doses a que esses sensores seriam expostos sao significativamente menores
que 70 kGy. O polifosfato de sddio também pode ser utilizado, observando o
aspecto estabilidade frente a radiacdo gama, como fonte de fosfatos em
nutricao parenteral.

Conclusao

Conseguimos atestar que a cadeia do polifosfato de sddio é resistente a
radiacdo gama até, pelo menos, uma dose de 50 kGy. Com isso, e respeitando

apenas esse aspecto, o polifosfato constitui-se em uma alternativa viavel para
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substituir o ortofosfato na composi¢do de nutricao parental, usando a radiacéo
ionizante como ferramenta para esterilizacao.

O gel de polisfofato de aluminio pode ser utilizado como matriz
polimérica para sensores de radiacdo gama baseados na formacédo de
polianilina, haja vista que o0 mesmo mostrou-se estavel frente a uma exposicéao

de 70 kGy.
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Efeitos das Ondas de Ultrassom sobre Solucao de Polianilina

em DMSO

Dentre os polimeros condutores, a polianilina é um dos mais estudados
em funcdo do baixo custo do mondébmero, da facilidade de sintese e alta
estabilidade quando comparado a outros polimeros condutores [129].
Nanoparticulas de polianilina podem ser preparadas utilizando ondas de
ultrassom [130] para melhorar o processo de sintese e obter melhor
uniformidade na distribuicdo de tamanho. O mesmo pode ser feito na sintese
de coléides de polianilina, modificando sua morfologia e melhorando sua
condutividade.

A propagagdo de ondas de ultrassom em um liquido ocorre com
formacao de bolhas que crescem e implodem, respeitando uma periodicidade
determinada pela fonte do ultrassom. Essas implosdes e fragmentacbes das
bolhas sdo centros de um fenémeno de altissima energia. A rapida formacao,
crescimento e colapso implosivo das bolhas geram pequenas regioes
aquecidas no meio, com tempo de vida curto, da ordem de nanosegundos,
cujos valores de temperatura e pressdao podem ser superiores a 10000°C e
10000 atm, respectivamente [131]. Isso pode modificar fortemente as
propriedades fisicas e quimicas do meio reacional, podendo alterar os
resultados da reacéo.

A polianilina, na sua forma poliesmeraldina — ndo-dopada, em meio
alcalino, é totalmente soluvel em DMSO [132]. Esse € um dos motivos para que

este meio (DMSO) seja utilizado para estudo das propriedades éticas néo-
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lineares da polianilina [133]. Nesse sentido, n6s estudamos o efeito das ondas
de ultrassom sobre a polianilina em solucdo de DMSO, observando mudancas
na forma de apresentacdo do polimero condutor apds a acdo das ondas de
ultrassom.

Considerando que o DMSO é muito higroscépio, ndés usamos a
espectroscopia de RMN de 'H para investigar o teor de 4gua no DMSO antes,
durante e apds a atuacdo das ondas de ultrassom sobre o meio, além de
propor um mecanismo de sondlise da agua, objetivando explicar as mudancas
observadas na forma de apresentag¢ao do polimero condutor.

Objetivo

Estudar o efeito das ondas de ultrassom sobre uma solugdo de

polianilina em DMSO usando as espectroscopias de RMN de 'H, no

infravermelho e no UV-Vis.
Procedimento Analitico

A polianilina foi preparada usando a metodologia proposta por Cao e
colaboradores [134], utilizando anilina (Nuclear) bidestilada. A solucdo de
polianilina na forma de base esmeraldina foi preparada dissolvendo 1 mg da
mesma em 100 mL de DMSO (Merck). Uma aliquota dessa solugao foi
transferida para um tubo de ensaio e submetida a um banho de ultrassom
(Branson modelo 2210, 47 kHz, 35 W.cm™) por 1 hora. Em intervalos regulares,
amostras foram coletadas e analisadas por espectrofotometria no UV-Vis
(Espectrofotébmetro Perkin-Elmer modelo Lambda 6, duplo feixe, cubetas de

quartzo e caminho o6tico igual a 1 cm), infravermelho (Espectrofotdmetro Bruker
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IFS66 FT, usando pastilhas de KBr) e espectroscopia de RMN de 'H (pulso de
909, tempo de aquisicao igual a 3,74 s e tempo de espera igual a 6,26 s).

Resultados e Discussao

Numa andlise macroscépica do experimento, pudemos observar que,
durante a acdo das ondas de ultrassom, houve uma mudanga de cor da
solucdo que inicialmente era azul passando para verde. Essa mudanca é
evidenciada nos espectros de UV-Vis, observando que hd uma reducdo da
intensidade da banda de absorcdo centrada em 625 nm, a qual desaparece
totalmente ao fim do processo. O espectro de UV-Vis (Figura 41) observado
apos 1h de atuacédo das ondas de ultrassom é semelhante aquele observado
para a polianilina na sua forma parcialmente reduzida, com uma intensa
absorcdo em 310 nm e uma baixa absorcdo em 450 nm [135, 136]. Esse
fendbmeno também é observado quando uma solucao de polianilina em DMSO
€ exposta a radiacdo ionizante, resultando numa reducdo do estado de
oxidacao do polimero [137]. Como afirmamos anteriormente, o DMSO é muito
higroscopico e, portanto, a presenca de agua no mesmo é uma constante.
Nesse caso, podemos considerar que ha formacao de radicais He e *OH, e que
0S mesmos se recombinam restaurando a agua presente no meio. No entanto,
podemos considerar também que uma fracdo desses radicais nao se
recombina e interage com o soluto, dando origem aos mesmos produtos

observados quando essas solu¢des sao expostas a radiagdo ionizante.
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Figura 41 — Espectro UV-Vis da polianilina, na forma de base esmeraldina, antes (A) e apds (B)
exposicdo as ondas de ultrassom. (C) corresponde a amostra (B) tratada com
persulfato de aménio.

Para confirmar a hipétese de que estd ocorrendo um processo de
redugdo da polianilina, realizamos o mesmo experimento com amostras de
polianilina dopada e polianilina oxidada, tendo o mesmo fenémeno sido
observado. Ou seja: reducao na intensidade das bandas em 800 nm e em 550
nm, respectivamente. Outra possibilidade seria a ocorréncia de um fenémeno
de degradacdo da estrutura polimérica. A fim de testar essa hipétese, nos
tratamos a amostra de polianilina na forma esmeraldina que foi exposta as
ondas de ultrassom com um agente oxidante: o persulfato de aménio. Se o
fenbmeno fosse um processo redox, haveria um aumento da intensidade da
banda centrada em 625 nm; se fosse uma degradacao da cadeia polimérica, a
banda em 625 nm nao seria restabelecida. O resultado apresentado na Figura

41 sinaliza, portanto, para um processo redox.
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Outro fenbmeno interessante e que s6 percebemos a partir da analise
dos espectros de IV e RMN de 'H, é que conforme o processo de exposicdo as
ondas de ultrassom se desenvolve, ocorre uma reduc¢ao na quantidade relativa
de agua. Nos espectros de IV, Figura 42, observamos uma reducdo na

intensidade das bandas atribuidas a agua, ou seja, em 3500, 1650 e 550 cm™".
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Figura 42 — Espectros de IV da solugédo de polianilina em DMSO em fungdo do tempo de
exposigcdo as ondas de ultra-som. (A)t =0; (B)t = 30 min e (C) t = 60 min.

Visando confirmar e quantificar a reducdo na quantidade relativa de
agua no sistema, nés analisamos por RMN de 'H a solugdo de polianilina em
DMSO antes e apdés uma hora de exposicao as ondas de ultrassom. Para que
0s espectros fossem quantitativos, determinamos o valor de T para os sinais
do DMSO e da &agua, usando a sequéncia de pulsos de inversdo e
recuperagdo. O maior valor de T4 medido foi para o sinal da agua, sendo o
mesmo igual a 1,7 s. Assim, ajustamos as condicées de andlise de tal forma

gue a soma dos tempos de espera e aquisicao fosse igual a 10,0 s.
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Figura 43 — Espectros de RMN de 'H da solucdo de polianilina em DMSO antes e apds 60 min

de exposicdo as ondas de ultrassom.

Os espectros apresentados na Figura 43 indicam que apéds a interacao
com ondas de ultrassom, a concentragado relativa de agua foi reduzida em
11,6%

Conclusao

Conseguimos observar o efeito das ondas de ultrassom sobre a solucao
polianilina em DMSO, demonstrando que ocorre um processo de reducado do
polimero condutor com uma diminuigdo na concentracao de agua na solucao.
Isso ocorre porque se instala um processo de sondlise da agua com a
formacao de radicais He e *OH. Uma parcela desses radicais interage com a
polianilina originando espécies semelhantes aquelas observadas quando a
polianilina é exposta a radiacdo ionizante. Assim, explica-se a mudanca de

espécies quimicas observadas para o polimero condutor, bem como a reducao
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na concentracdo de agua. Este trabalho foi publicado na revista Ultrasonic

Sonochemistry [138].
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Estudos de Mecanismos de Reacao usando RMN de 'H

As reacOes organicas passam por intermediarios de reagdo que, em
geral, tem tempo de vida muito curto, convertendo-se rapidamente em
moléculas mais estaveis. Dentre essas espécies, as mais comuns sao 0s
carbocations, radicais livres, carbanions e carbenos, e dificimente essas
espécies sao caracterizadas por métodos espectroscépicos (UV-Vis, IV ou
RMN) ou espectrométrico (MS).

Comparando-se os métodos espectroscépicos, o UV-Vis € uma técnica
mais sensivel do que as outras, sendo utilizada inclusive em estudos de
cinética de reacdo. A sua desvantagem se refere ao fato de a mesma oferecer
poucas informagdes no que diz respeito as estruturas quimicas da substancia
que esta sendo analisada. A espectroscopia no infravermelho (1V), por sua vez,
oferece mais informacdes acerca da estrutura molecular, mas €& menos
sensivel do que a espectroscopia no UV-Vis. A RMN é muito menos sensivel
do que as outras. No entanto, no que diz respeito ao fornecimento de dados
acerca da estrutura quimica do analito, a RMN €& incomparavel. Considerando
qgue o conhecimento da estrutura molecular € fundamental para compreender a
cinética da reacao, entende-se porque a espectroscopia de RMN é a principal
ferramenta para identificar os componentes em equilibrios que ocorrem
lentamente.

Neste trabalho, apresentamos dois ensaios nos quais utilizamos a
espectroscopia de RMN para identificar intermediarios de reagéo e inferir sobre
0S mecanismos sob os quais as reagOes estudadas acontecem. No primeiro

trabalho, investigamos e caracterizamos os intermediarios da hidrélise alcalina
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do 3,5-dinitrobenzoato de metila; e no segundo caso, investigamos o
mecanismo da reacdo de formacdo de algumas N-(arilaminometil) ftalimidas, a

partir da reacdo entre N-hidroximetil ftalimidas e arilaminas.

A Hidrdlise Alcalina do 3,5-dinitro benzoato de metila

Objetivo

Criar uma estratégia didatico-pedagogica para acompanhar a formacao
de complexos de Meisenheimer usando as espectroscopias de RMN de 'H e
no UV-Vis.

Desenvolvimento

Em principio, a hidrélise alcalina do 3,5-dinitro benzoato de metila
deveria produzir metanol e o sal 3,5-dinitro benzoato. No entanto, durante a
reagdo do referido éster com hidroxido de sddio em DMSO, observa-se
mudanca de coloracdo da solucéo, de hialino para vermelho, retornando para
hialino, apds homogeinizacdo. Essa mudanca de coloragdo poderia ser
atribuida a algum intermediario da reacao que, por ter um tempo de vida
relativamente longo, poderia ser observado por técnicas espectroscopicas.

Devido a presenca dos grupos nitro nas posicbes 3 e 5, ha uma
deficiéncia parcial de elétrons nas posicdes 2, 4 e 6 do anel aromatico. Assim,
na presenca de uma base forte (hidréxido de s6dio), podemos imaginar que,
além do ataque a carbonila do éster, paralelamente ocorreria uma substituicao
nucleofilica nas posicdes 2, 4 e 6 do anel (Figura 44). Quando esse ataque

ocorrer nas posicoes 2 e 6, teremos a formacdo da mesma espécie quimica,
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enquanto no caso do ataque a posicao 4 dar-se-ia origem a um isdmero de

posicao da espécie anterior.

NO,
Figura 44 — Reacgbes possiveis quando o 3,5-dinitrobenzoato de metila é exposto a um meio
fortemente alcalino.

A andlise da literatura mostra que estas espécies sdo conhecidas como
complexos de Meisenheimer: carbanions formados pelo ataque nucleofilico
aromatico e que tem certa estabilidade, podendo ser estudados por métodos
espectroscopicos. Os complexos de Meisenheimer normalmente s&o coloridos,
principalmente aqueles que s&do obtidos a partir de derivados do

trinitrobenzeno, dinitrobenzeno e m-dinitrobenzeno, conforme representacao

abaixo:
O.N R O5>N R O.N R
HO"
—_— H + H
HO OH
N02 NOz N02

R=H, N02 COZCHg or CN

Figura 45 — Esquema de formagdo do complexo de Meisenheimer.
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Diante disto, nés desenvolvemos uma estratégia de ensino-
aprendizagem que utiliza as espectroscopias de RMN e UV-Vis para
acompanhar e caracterizar a formagcdo dos complexos de Meisenheimer na
hidrolise alcalina do 3,5-dinitro benzoato de metila.

A idéia principal é estimular a curiosidade dos alunos no sentido de
explicar o aparecimento da coloracdo vermelha quando pequenas quantidades
de hidroxido de sédio sdo adicionadas a solucdo de 3,5-dinitrobenzoato de
metila em DMSO-dg, a partir dos espectros de UV-Vis e de RMN de 'H.

O espectro UV-Vis (Figura 46) apresenta trés bandas centradas em 386,
523 e 555 nm, sendo as duas ultimas associadas a formacédo dos complexos
de Meisenheimer a partir do ataque nucleofilico nas posi¢des orto e para do
3,5-dinitrobenzoato, respectivamente. A banda centrada em 386 nm é comum
aos dois isdbmeros [139-141].

E interessante notar que durante a reacdo de hidrélise ocorre uma
variacdo nas intensidades dessas bandas que podem ser associadas a
estabilidade das espécies. Por exemplo, a banda centrada em 555 nm diminui
sua intensidade de forma mais rapida do que a banda em 523 nm (Figura 46),
o que implica em afirmar que o isbmero orfo é mais estavel,

termodinamicamente, do que o isdmero para.
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Figura 46 — Espectros de UV-Vis, em fungdo do tempo, apds adicdo de NaOH a solugdo de
3,5-dinitrobenzoato.

Ao final da reacdo, as bandas centradas em 386, 523 e 555 nm
desapareceram por completo do espectro, indicando que os complexos de
Meisenheimer sao espécies que sdao formadas e consumidas no processo.
Ocorre que os complexos de Meisenheimer existem num equilibrio quimico
(Figura 48) e, a medida que o éster € consumido na reagédo de hidrélise, os
equilibrios que envolvem os complexos de Meisenheimer sdo deslocados, em
funcdo do principio de Le Chatelier, no sentido de restauragdo do éster,
consumindo os complexos.

Os espectros de RMN de 'H dessas amostras, Figura 47, auxiliam na
interpretacao e identificacdo dos complexos de Meisenheimer, orto e para, bem
como o acompanhamento do consumo dessas espécies em funcdo do tempo.
Assim, antes de analisarmos os espectros de RMN de 'H, podemos inferir que
apos a adicao de NaOH, deveremos observar o surgimento de trés simpletos
associados as metilas do metanol e dos isdmeros para e orto do complexo de

Meisenheimer. O complexo para € simétrico; portanto, ha dois hidrogénios
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ligados ao anel que sdao magneticamente semelhantes e que devem se
apresentar no espectro com uma area de integracdo duas vezes maior do que
aquela observada para o hidrogénio ligado ao carbono que sofreu o ataque
nucleofilico. Por outro lado, o complexo orto deve apresentar trés sinais

distintos para os hidrogénios do anel do complexo.

_(_:_J | \\\JLJLJL L___Jﬂ\ e \j i _JL

T T R e T R
9 8 7 6 5 4 3 ppm

Figura 47 — Espectros de RMN de 'H do 3,5-dinitro benzoato de metila em DMSO. (A) Antes da
adicdo de NaOH; (B), (C) e (D) apds adicdo de NaOH, sendo (B) — 0 min.; (C) — 30
min; e (D) — 90 min. apds a adigdo de NaOH.

De fato, os espectros de RMN de 'H mostram esses sinais esperados.
As metilas se apresentam com & 3,13 ppm para o metanol e 8 3,62 e 3,65 ppm
para os complexos para e orto, respectivamente. Os sinais do anel do
complexo para apresentam-se em o 7,88 e 6,05 ppm, com razao entre as areas
de integracdo igual 2:1. Enquanto os sinais do anel do complexo orto
apresentam-se em & 5,62, 7,70 e 8,15 ppm com areas de integracao

equivalentes.
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Inicialmente, as relacdes entre as areas de integragcdo sob os sinais
atribuidos aos dois isdbmeros do complexo de Meisenheimer indicam que a
razao molar entre os isbmeros € de aproximadamente 1 do complexo para : 3,7
do complexo meta. Com o andamento da reacdo, e o consumo do éster na
hidrélise, observa-se que os sinais atribuidos ao complexo para tem uma
reducdo mais acentuada do que a observada para os sinais atribuidos ao
complexo orto (6 3,68, 5,70, 7,78 e 8,22 ppm). Isso nos ajuda a atribuir
corretamente os sinais referentes as metilas dos isébmeros, bem como
corroborar os resultados observados no espectro UV-Vis, oferecendo
informacgdes que dizem respeito a estrutura das espécies.

No tocante ao ataque nucleofilico, observamos que nao ha formacao de
novos compostos, que no caso seriam os fendis correspondentes (Figura 48).
A producdo desses fendis faria surgir trés sinais na regiao aromatica, sendo
gue dois deles teriam razao entre suas areas de integracao igual a 1:1, bem
como o surgimento de dois sinais referentes as metilas e o (s) sinal (is) dos
hidrogénios fendlicos. Assim, podemos imaginar o seguinte esquema para a

reacao:

O=N ONa* + GCHsOH

)
O,N i - / NO, ozN\,ikO P OaN o~
+NaOH =———= ‘ H —X— OH
H
N
0

o NO,
NO, . O,

O.N O/ O.N o/
H +
HO HO

NO, NO,

Figura 48 — Esquema de reacdes possiveis quando o 3,5-dinitrobenzoato de metila esta na
presenca de hidroxido de sddio.
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Na estratégia de ensino-aprendizagem, nds propomos que 0s alunos
tentem determinar, a partir dos espectros de RMN de 'H, a estrutura dos
intermediarios formados, bem como que facam inferéncias acerca dos
equilibrios termodinamicos envolvidos no processo.

Conclusao

Conseguimos desenvolver a estratégia didatico-pedagodgica usando as
espectroscopias de RMN de 'H e UV-Vis para acompanhar a formacgao dos
complexos de Meisenheimer durante a hidrélise alcalina do 3,5-dinitro benzoato
de metila, sendo esse trabalho publicado no Journal of Chemical Education

[142].
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Mecanismo de formacao de N-(arilaminometil) ftalimidas a

partir da reacao entre arilaminas e N-hidroximetilftalimida

(o] (o]
o HoN
NH T ” —_ > N H,0
1L7C O
N
/
o 0 H

Figura 49 — Reacgéo de formacgdo da N-fenilaminometil ftalimida.

De acordo com Winstead e Heine, a reacdo apresentada na Figura 49
pode ocorrer por duas rotas: (1) A ftalimida reagiria com o formaldeido
produzindo a N-(hidréxi-metil) ftalimida, que por sua vez reagiria com a anilina;
ou (2) o formaldeido inicialmente reagiria com a anilina, formando a N-(hidréxi-
metil) amina, que condensaria com a ftalimida dando os produtos esperados

[143]. As Figuras 50 e 51 apresentam os mecanismos citados acima.

0O

O
H’w
N N
C
H Ha

O / o)
o

H o)
(
< >—N
\—N + H20
Figura 50 — Mecanismo (1) de reag&o proposto por Winstead e Heine.
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Figura 51 — Mecanismo (2) de reagdo proposto por Winstead e Heine.

Para termos uma melhor percepgdo sobre o mecanismo de reacao,
tentamos acompanhar a reacdo realizando-a num tubo de RMN e obtendo
espectros de RMN de 'H a diferentes temperaturas. Também realizamos
experimentos para observar o comportamento de uma solugdo metandlica de
N-(hidréxi-aminometil) ftalimida quando ha variacdo de temperatura e se ha
formagédo de formaldeido ou de hemiacetal quando a N-(hidréxi-aminometil)
ftalimida e um derivado de anilina s&o misturados em metanol.

Objetivo

Usar a espectroscopia de RMN de 'H para estudar a reagdo de

formacao de N-(arilaminometil) ftalimidas a partir da reacao entre arilaminas e

N-(hidréxi-metil) ftalimida e propor um mecanismo de reacao para a mesma.
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Procedimento Analitico

Preparamos uma solugdo 1:1, em DMSO-ds, de N-(hidréxi-metil)
ftalimida e p-cloroanilina. O espectro de RMN de 'H dessa mistura foi obtido
em diferentes temperaturas: 25 35 45 e 55°C. Experimento semelhante foi
realizado em metanol-d4, sendo que os espectros foram obtidos a 20, 30 e
40°C. Por fim, obtivemos espectros de RMN de 'H de formaldeido em CDsOD e
de N-(hidréxi-metil) ftalimida em metanol-d4, variando a temperatura de 25 a
55¢C.

Nos ensaios foram utilizados reagentes comerciais, sendo a
p-cloroanilina fornecida pela MERCK, 98% m/m, e a N-(hidréxi-metil) ftalimida
fornecida pela Aldrich Chemical Company, 97% m/m. Os solventes deuterados
foram fornecidos pela Cambridge Isotope Laboratories, Inc.

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos com pulso de 459, janela
espectral de 5 kHz e 16 repeticdes.

Resultados e Discussao

A reacdo que estudamos € diferente da estudada por Winstead e Heine,
haja vista que ja temos a N-(hidréxi-metil) ftalimida e reagimos com o derivado
de anilina. O nosso desafio, portanto, € determinar se esta reacdo passa ou
nao pela formacao de formaldeido.

A Figura 52 apresenta os espectros de RMN de 'H obtidos para a
mistura, em DMSO, de N-(hidroxi-metil) ftalimida e p-cloroanilina, em diferentes
temperaturas. Inicialmente, podemos observar os sinais em 6 4,99 (d, 6,9 Hz) e
5,18 ppm (s), atribuidos aos grupos e [OCH.] e NH> da N-(hidréxi-metil)

ftalimida e da p-cloroanilina, respectivamente. Observa-se também os sinais
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referentes aos hidrogénios do anel para-substituido da cloroanilina em 6 6,57 e
6,98 ppm, bem como os sinais atribuidos aos hidrogénios do anel da ftalimida,
entre 8 7,70 e 7,90 ppm, e um tripleto em & 6,44 ppm (J = 6,9 Hz), atribuido a
hidroxila da N-(hidréxi-metil) ftalimida.

A medida que a amostra é aquecida, observa-se o surgimento de um
sinal largo em & 11,25 ppm, mas que muda o valor de & em fungao da
temperatura. Além deste, é possivel observar a partir do espectro a 45°C que
ha o surgimento de sinais referentes a um segundo sistema AA'BB’ centrados
em 0 6,69 e 7,06 ppm. Esses sinais sao evidéncias de que com 0 aquecimento
ha formacao de N-(p-clorofenil amino metil) ftalimida. Por outro lado, ndo ha
evidéncias de que ha formacado de formaldeido, pois em nenhum momento

observamos um sinal que pudesse ser atribuido a um aldeido.
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Figura 52 — Espectros de RMN de "H da mistura de p-cloroanilina e N-(hidroxi-metil) ftalimida, em DMSO-dgs, 300 MHz, variando a temperatura de 25°C

ate 55°C.



A estratégia utilizada a partir de entdo foi realizar os experimentos em
metanol, pois se houver formagédo de formaldeido, este deve combinar-se com
o solvente formando um hemiacetal. Assim, obtivemos o espectro de
formaldeido em metanol, Figura 53, e observamos um simpleto em & 4,65 ppm.
Normalmente, os valores de 64 para os aldeidos estdo em torno de 9-10 ppm.
No caso do formaldeido, esse valor é igual a & 9,62 ppm [144]. No nosso caso,

estamos observando o sinal atribuido ao metileno do hemiacetal em & 4,65

ppm.

4.882
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3321
/ 3316
/ / 3310
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Figura 53 — Espectro de RMN de "H do formaldeido em CDs0D, 25°C, 300 MH:z.

Entdo, os primeiros ensaios realizados foram obter espectros de RMN
de "H, em CD3OD, da N-(hidroxi-metil) ftalimida, variando a temperatura a fim
de observar se ha ou ndo formacdo do hemiacetal. A Figura 54 apresenta
esses espectros. Claramente observamos que a 25°C ha um equilibrio
estabelecido, de maneira tal que temos o hemiacetal (6 4,65 ppm) e o reagente
inicial, sendo que para cada mol de hemiacetal ha 4,24 mols de N-(hidrdxi-

metil) ftalimida. O aquecimento favorece a formagdo de hemiacetal. Isso fica
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evidente com a mudanca nas areas de integracdo sob os sinais em 8 5,13 ppm
— P1 e 34,65 ppm — P2, atribuidos aos metilenos da N-(hidroxi-metil) ftalimida e
do hemiacetal, respectivamente; e da mudanca no perfil dos sinais da regiao
aromatica, uma vez que ha formacao da N-(p-clorofenil amino metil) ftalimida.
A 55°C, observamos que para cada mol de N-(hidréxi-metil) ftalimida ha
trés mols do hemiacetal. Como n&o ha consumo do hemiacetal ou da ftalimida,
ao baixarmos a temperatura, observamos que as relacdes entre as espécies
retornam a condicao inicial. E notavel também que o & devido ao sinal residual

da hidroxila do metanol-d4 muda em funcéo da temperatura.

P1:P2=4.24:1 P2
P1:P2=1:3

55C ’
y

\
40 C (20 min) M |

40 C (0 min) l \L
25C | L

L i T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 ppm

Figura 54 — Espectros de RMN de 'H da N-(hidréxi-metil) ftalimida em CDs;OD, 300 MHz. Os
sinais P1 e P2, atribuidos aos grupos metilenos da N-(hidréxi-metil) ftalimida e do
hemiacetal, foram utilizados para determinar a razdo molar entre as espécies, nas
diferentes condi¢bes de temperatura.

Na seqiiéncia, obtivemos espectros de RMN de 'H da mistura de N-
(hidroxi-metil) ftalimida e p-cloroanilina, em metanol-de, variando a temperatura.
Esses espectros sao apresentados na Figura 55. Inicialmente, observa-se trés

conjuntos de sinais na regiao aromatica, atribuidos aos dois grupos presentes
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na mistura. Além destes, ha um simpleto em & 5,13 ppm, atribuido ao grupo
[OCH_] da N-(hidréxi-metil) ftalimida.

Com o aumento da temperatura, observa-se que ha uma reducao na
intensidade do sinal em 6 5,13 ppm e o surgimento de um simpleto em 6 4,57
ppm. Este ultimo sinal é atribuido ao metileno da N-(p-clorofenil amino metil)
ftalimida formada na reagdo. Essa constatacdo também é corroborada pelo
surgimento de um novo conjunto de sinais na regido aromatica, tipicamente
atribuidos a sistemas AA'BB’, em 4 6,69 e 7,07 ppm; e pela mudancga no perfil
dos sinais entre 8 7,60 e 7,80 ppm.

Diferentemente do experimento realizado com a N-(hidréxi-metil)
ftalimida, ndo foi possivel observar a formagdo do hemiacetal. Isso pode ser
explicado considerando-se que o formaldeido, existente no equilibrio, é

rapidamente consumido no processo, dando origem aos produtos da reacao.
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Figura 55 — Espectros de RMN de "H da mistura de N-(hidréxi-metil) ftalimida e p-cloroanilina,
em metanol-dg, variando a temperatura de 30°C até 55°C.
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Como o solvente utilizado na reacao é protico, ndo foi possivel observar
os sinais referentes ao grupo N-H e a agua produzida, sendo observado um
aumento na intensidade do sinal residual da hidroxila do metanol-dg, além da
mudanca no valor de & em funcao da mudanca de temperatura.

Diante dos fatos observados, n6s propomos um mecanismo partindo da
N-(hidréxi-metil) ftalimida, que transfere um atomo de hidrogénio para a anilina,
formando formaldeido, o anion ftalimida e anilina protonada. O formaldeido
combina-se com o metanol (solvente) produzindo um hemiacetal. A anilina
protonada pode transferir o hidrogénio para o anion ftalimida, restabelecendo a
anilina e a ftalimida, que por sua vez pode transferir um atomo de hidrogénio
para o hemiacetal.

Assim, o hemiacetal protonado pode perder metanol e formar o ion
[H.C—OH]*. O grupo metileno desse cation é entdo transferido para a anilina,
liberando agua e formando a N-(fenilaminometil) ftalimida. A Figura 54

apresenta 0 mecanismo proposto.
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Figura 54 — Mecanismo proposto para a formagéo N-(fenilaminometil) ftalimida, em metanol, a
partir de N-hidroxi-metil ftalimida e anilina.

O ultimo experimento reforca a idéia de que a N-(hidrdxi-metil) ftalimida,
guando aquecida, estabelece um equilibrio com a formacao de formaldeido e
ftalimida.

Conclusao
De acordo com os dados espectrais, foi possivel propor um mecanismo

para a reacao de formacao de N-(arilaminometil) ftalimidas a partir da reacéo
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entre arilaminas e N-(hidroxi-metil) ftalimida. A reacdo se processa tendo o
formaldeido como um dos intermediarios, sendo 0 mesmo evidenciado a partir
da formagdo do hemiacetal (CD3OCH>OD), considerando que a reacado foi
realizada em metanol-d4. Este trabalho foi publicado no Journal of the Brazilian

Chemical Society [145].
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Desenvolvimento de Modelo Metabon6mico para
Investigacao de Infeccao pelo Virus da Hepatite C

Procedimentos Legais e Eticos

Por se tratar de um projeto que envolve a utilizacdo de amostras
bioldgicas, mais especificamente, amostras de wurina humana, o
desenvolvimento do mesmo teve inicio com a submissdo ao Sistema Nacional
de Informagdes sobre Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos —
SISNEP, do Ministério da Salde e ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
Envolvendo Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da UFPE.

O projeto Emprego da Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear em Amostras de Soro e de Urina para Diagndstico de Infecgcao pelo
Virus da Hepatite C, CAAE — 0029.0.172.000-07 — folha de rosto n° FR123091,
foi submetido ao SISNEP no dia 11 de fevereiro de 2007 e ao CEP no dia 16
de fevereiro de 2007, sendo aprovado pelo CEP-UFPE em 13 de abril de 2007.
Objetivo

Construir um modelo metabonbémico, baseado na espectroscopia de
RMN de 'H, capaz de distinguir amostras de urina de pacientes com infeccdo
cronica pelo HCV daqueles que nao possuem tal infeccao.

Procedimento Analitico

Foram selecionados 66 individuos voluntarios a partir de anamnese

realizada pela Dra. Michele Godoy, hepatologista lotada no Hospital das

Clinicas (HC) da UFPE e mestranda do Programa de Pés-Graduagcdo em

Ciéncias da Saude do CCS da UFPE.
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Os individuos foram classificados em dois grupos: 34 pacientes com
infecgcdo pelo virus da hepatite C — HCV-RNA e anti-HCV positivos e nao-
reagentes para o anti-HBc, denominado grupo POSITIVO; e 32 pacientes com
diagnéstico anti-HBc positivo, mas com anti-HCV e HBsAg negativos,
denominado grupo NEGATIVO.

Foram incluidos pacientes e controles de ambos os sexos, com idade
entre 18 e 65 anos, que ndo estavam em uso de medicacdes para a hepatite
ou outras enfermidades e que declararam o ndo-uso de alcool ou outras drogas
psicotropicas nos ultimos 15 dias.

Foram excluidos os pacientes que apresentaram indicios de outras
enfermidades, que nao a hepatite crénica pelo HCV, como por exemplo,
esquistossomose mansbnica, ou HIV/AIDS, ou que apresentaram
manifestacdes extra-hepaticas do HCV, como por exemplo, o diabetes mellitus,
a tireoidite, a artrite ou a glomerulonefrite.

No ambulatério foi aplicado um questionario sob a supervisao da Dra.
Michele Godoy e, em seguida, de acordo com o resultado, os individuos foram
convidados a participar da pesquisa e receberam um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido — TCLE para assinatura e inclusdao no protocolo. Os
pacientes com anti-HCV positivo também foram submetidos a anamnese e
exame fisico, conforme rotina do ambulatério. Aqueles que concordaram e
assinaram o TCLE foram encaminhados ao Laboratério Central do HC-UFPE
para coleta de 10 mL de sangue em veia periférica e de 50 mL de urina.

Cada amostra de sangue (apds centrifugacéao) e de urina foi dividida em

duas aliquotas e encaminhada para o Setor de Bioquimica e de Uroanalise do
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Laboratério Central do HC-UFPE e para a Central Analitica do Departamento
de Quimica Fundamental (DQF) da UFPE.

Foram dosados os niveis séricos das seguintes enzimas: alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina
(FA) e gama-glutamil transferase (GGT). Também foi realizada a pesquisa do
HCV-RNA dos pacientes anti-HCV positivos usando PCR, todas por método
cinético automatizado. As amostras de urinas foram analisadas através de
fitas-reagentes para urina (Labstix®).

Para as analises de RMN de 'H, as amostras de urina foram mantidas
refrigeradas até o momento dos exames. Por questdes de ordem operacional,
ndés nao conseguimos implantar as sequéncias de pulsos necessarias para a
analise de soro. Com isso, nés direcionamos o trabalho para o estudo apenas
de amostras de urina. Em um tubo de RMN com 5 mm de didmetro interno,
mistura-se 400 ul da amostra com 200 pl da solugdo-tampao (Na,HPO4 /
NaH,PO,4 — 0,2 M). Apés homogeneizacao, o espectro de RMN de 'H é obtido,
usando uma seqiéncia de pulsos com pré-saturacao do sinal da agua.

Em todos os espectros, utilizamos uma janela espectral igual a 5000 Hz,
tempo de aquisi¢éo igual 6,4 s, pulso de 909, delay de saturacdo igual a 3,0 s e
32 repeticdes. Os espectros foram processados utilizando line broadening igual
0,3 Hz.

Os dados foram pré-processados utilizando o VNMR (VARIAN NMR)
software, de maneira a obtermos regiées de 0,05 ppm. No caso das amostras
de urina, o intervalo foi de 10 até 0,0 ppm, sendo que a regido entre 6,40 e 4,20

ppm foi excluida porque € nesta regido do espectro onde se encontram os
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sinais da agua e da uréia, principais constituintes da urina e que atrapalhariam
a interpretacao dos dados por conta da pré-saturacdo do sinal da agua. Assim,
foram obtidas 154 regides de & (deslocamento quimico), que correspondem as
variaveis independentes de nosso modelo. Além disso, o espectro foi
normalizado em funcdo da intensidade de cada regido. Esses dados foram
transportados para o Statistica software versao 6.0, onde foi construida uma
matriz tendo os casos (espectros) dispostos nas linhas e as variaveis
(deslocamentos quimicos) dispostas em colunas.

Os dados originais foram padronizados usando a média € o desvio-
padrao por individuo. A amplitude individual de cada regido foi subtraida da
média observada e dividida pelo desvio-padrdo. Apds esse tratamento, a matriz
final tem 66 casos e 155 colunas, sendo a variavel dependente constituida pelo
diagnéstico clinico (Positivo ou Negativo).

Foi feita uma analise de componentes principais sobre os dados, que
resultou em 65 (n-1) componentes principais (CP’s), que por sua vez foram
organizadas numa nova matriz com 66 casos e 66 variaveis, sendo as 65 CP’s
acrescida da variavel dependente.

Sobre esta nova matriz foi realizada uma analise de discriminantes para
selecionar as varidveis que melhor correlacionam-se com a variavel
dependente. A selegcdo das variaveis foi feita usando o método Forward
Stepwise, utilizando um valor de p igual a 0,05. Foram selecionadas 16
variaveis (CP’s) que tém correlacdo com o problema em questao (diagnostico
positivo ou negativo). Foram construidas duas funcdes: Funcdo P para

classificar a amostra como positiva, e uma Funcao N para classificar a amostra
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como negativa. O teste F para a funcao foi feito com 16 (n°de CP’s utilizados)

e 49 (n-17) graus de liberdade.
Resultados e Discussao

A partir da anamnese, foram incluidos na pesquisa e, portanto, avaliados
82 individuos, dos quais 2 (dois) tiveram a amostra de urina extraviada. Dentre
os 80 restantes, 48 apresentavam o anti-HCV positivo, enquanto 32
apresentaram o anti-HBc positivo e testaram negativo para o anti-HCV,
formando, portanto, o grupo Negativo. Dos 48 pacientes com anti-HCV positivo,
14 (quatorze - 29%) foram excluidos: 10 (dez) porque apresentavam HCV-RNA
negativo e 4 (quatro) porque também apresentavam o anti-HBc positivo,
restando 34 pacientes no grupo Positivo. Assim, foram analisados um total de
66 individuos, 34 do grupo Positivo e 32 do grupo Negativo. A tabela 10
apresenta uma comparagao entre os valores medios e desvios-padrdo para as
taxas de AST, ALT e FA nos individuos que participaram da pesquisa.
Considerando que os limites de normalidade nas taxas das aminotransferases
sdo diferentes para homens e mulheres, a tabela apresenta a razao entre a
taxa observada no exame laboratorial e o limite superior de normalidade para
cada sexo. O mesmo procedimento foi realizado com os valores observados
para a y-GT. No caso, esses limites sdo: AST — 31 unidades por litro de soro,
para as mulheres, e 35 u.L™', para homens; ALT — 31 u.L™", para mulheres, e 41
u.L”, para homens; enquanto para y-GT o limite superior de normalidade foi

considerado ser 55 u.L™.
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Tabela 10 — Dados dos voluntarios participantes da pesquisa

. Grupos
Caracteristicas Positivo Negativo P

N 34 32

Idade 47,8 +/-13,8 41,0+/-11,6 0,0356
IMC 27,4 +/-4,74 26,0 +/-5,77 0,3533
ALT / TGP 1,72 +/-1,77 0,57+/- 0,23  0,0007
AST /TGO 1,60 +/- 1,64 0,68+/-0,23 0,0029
v-GT 1,54 +/-1,14 0,81 +-0,87 0,0108

Como seria esperado, os valores de p indicam que 0S grupos sao
distintos quando utiliza-se os valores de ALT e AST — afinal esses sdo os
biomarcadores que normalmente sao utilizados na investigacdo de agresséao
hepatica. Os altos desvios-padrao observados no grupo Positivo indicam que
ha uma grande variacdo nesse grupo. Ou seja: ha pacientes com valores
elevados de AST e ALT, portanto, com grande atividade no processo
inflamatério; e ha pacientes com valores de AST e ALT dentro da faixa de
normalidade, o que implica em afirmar que sédo portadores da infeccao pelo
HCV, mas o processo inflamatério, ou ainda ndo se instalou, ou esta em
estagio inicial. Outro dado extraido da tabela, é que ndo ha distincdo, com
significancia estatistica, quando se utiliza a idade ou o IMC (indice de Massa
Corporal) dos individuos participantes dos dois grupos; ou mesmo os valores
de yv-GT como parametro de avaliacdo. No caso dos valores observados para a
enzima y-GT, a pequena diferenca estatistica entre os grupos (p = 0,0108)
guando comparada com as diferengcas observadas para os valores de AST e
ALT, confirma que as aminotransferases constituem enzimas associadas a
necrose hepatocelular. Além disso, sugere também que o HCV pode
eventualmente agredir as vias biliares e proporcionar elevacao dos niveis

séricos de y-GT.
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No que diz respeito aos dados fornecidos pela espectroscopia da RMN,
€ necessario fazer um pré-tratamento nos mesmos. Por tratar-se de dados
espectrais, inicialmente realizamos a normalizacdo dos dados para torna-los
passiveis de comparacdo. A andlise de componentes principais produziu
65 (n-1) CP’s. Ao projetarmos, aos pares, as diferentes CP’s, ndo conseguimos
separar de forma satisfatdria as amostras dos grupos POSITIVO e NEGATIVO.

Isso, de certa forma, jA era esperado, tendo em vista que habitos
alimentares sao as principais fontes de variacdo nos dados espectrais obtidos a
partir da urina. Por outro lado, as mudancas provocadas por conta do processo
infeccioso pelo HCV devem ser minimas. Porém, com a analise de
componentes principais, nds conseguimos condensar toda a variacdo dos
dados espectrais em, agora, 65 variaveis (CP’s). Assim, construimos uma nova
matriz com 66 casos e 66 variaveis (65 CP’s e o diagndstico clinico-
laboratorial), que foi utilizada na andlise de discriminantes.

A selegdo das variaveis foi realizada usando o meétodo Forward
Stepwise, utilizando um valor de p igual a 0,05. Foram selecionadas 16
variaveis (CP’s) que tém correlacdo com o problema em questao (diagndstico
positivo ou negativo). Foram construidas duas fungdes, Funcdo P para
classificar a amostra como positiva, e uma Fungao N para classificar a amostra
como negativa. O teste F para o modelo foi realizado com 16 (n° de CP’s
utilizadas) e 49 (n-17) graus de liberdade. Obtivemos um valor de F igual a
9,632, mais de 20 (vinte) vezes maior do que o valor de Fig49 cOm 95% de
confianga, que € igual 0,470, indicando que o modelo apresenta significancia

estatistica.
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O numero de amostras utilizadas, 66, ndo permitiu que separassemos
um grupo de calibracdo e outro de teste, uma vez que tal separacdo reduziria
em muito o numero de graus de liberdade. Com isso, optamos por fazer uma
validagdo cruzada. Ou seja: construimos 66 modelos diferentes usando as
mesmas CP’s selecionadas, no entanto, excluindo uma amostra por vez e
testando cada modelo construido com a amostra excluida. Entdo, os modelos
produzidos durante a validacdo cruzada apresentaram acuracia de 90,9%,
considerando as classificacbes feitas para as amostras que nédo foram
utilizadas na construcdo dos mesmos.

Na validagdo cruzada, os modelos continuaram a classificar
erroneamente as mesmas amostras que o modelo completo, errando também
na classificacdo de mais trés amostras com diagndstico negativo. Essas seis
amostras estdo destacadas na tabela 11 que contém os scores obtidos para as
funcdes P e N, bem como o diagndstico clinico-laboratorial, para cada paciente.
Em vermelhos estdo as amostras que o modelo completo classificou
erradamente e, em azul, estdo aquelas que foram classificadas erradas na

validagao cruzada.
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Tabela 11 — Diagnéstico clinico-laboratorial e scores nas funcées N e P para
cada amostra.

Amostra Diagndst. FN FP Amostra Diagnést. FN FP
17 Negativo 5,1668 -9,1678 50 Positivo -1,5999  -2,7991
3 Negativo 41348  -8,1965 33 Positivo -3,1839  -1,3083
2 Negativo 3,9698  -8,0412 40 Positivo -3,6762  -0,8450
14 Negativo 3,6021 -7,6952 35 Positivo -3,7235  -0,8005
19 Negativo 3,1065  -7,2287 42 Positivo -3,7562  -0,7697
4 Negativo 2,9234  -7,0564 47 Positivo -4,1396  -0,4089
8 Negativo 2,8446  -6,9822 52 Positivo -4,2083  -0,3441
31 Negativo 2,6001 -6,7521 53 Positivo -4,5256  -0,0455
18 Negativo 2,4972  -6,6552 45 Positivo -4,6748  0,0949
5 Negativo 1,8195 -6,0174 49 Positivo -4,7022  0,1206
25 Negativo 1,7772 -5,9776 34 Positivo -4,7501 0,1657
32 Negativo 1,7479  -5,9500 59 Positivo -4,7873  0,2008
9 Negativo 1,5496  -5,7634 46 Positivo -4,8262 00,2374
16 Negativo 1,0621 -5,3046 36 Positivo -5,0914  0,4870
15 Negativo 0,9251 -5,1756 57 Positivo -5,1827  0,5729
27 Negativo 0,4197  -4,6999 48 Positivo -5,5893  0,9556
21 Negativo 0,3178  -4,6041 55 Positivo -5,7695 11,1252
28 Negativo 0,2179  -4,5100 41 Positivo -5,8597  1,2101
30 Negativo 0,0940  -4,3934 56 Positivo -5,9811 1,3243
20 Negativo -0,0224  -4,2839 60 Positivo -6,0496 1,3881
11 Negativo -0,1544  -4,1596 43 Positivo -6,1243 11,4591
26 Negativo -0,2283  -4,0900 39 Positivo -6,1492 1,4825
1 Negativo -0,2344  -4,0843 58 Positivo -6,1917 11,5225
24 Negativo -0,5027  -3,8318 62 Positivo -6,4012 11,7198
6 Negativo -0,6463  -3,6966 65 Positivo -6,5228 1,8341
10 Negativo -1,0177  -3,3470 64 Positivo -6,6388  1,9433
13 Negativo -1,0336  -3,3321 63 Positivo -6,7054  2,0060
12 Negativo -1,4059  -2,9817 66 Positivo -6,7914  2,0869
23 Negativo  -1,4817 -2,9104 44 Positivo -6,9089  2,1975
29 Negativo  -1,5633 -2,8336 38 Positivo -7,2044  2,4757
22 Negativo  -1,5793 -2,8185 54 Positivo -7,4287  2,6868
7 Negativo -2,2215  -2,2141 61 Positivo -7,6607 2,9051
37 Positivo -1,3537  -3,0308 51 Positivo -9,2459  4,3971

Diagnost. — Diagnostico clinico-laboratorial; FN — Fungéo N; Fungédo P; em vermelho: erros de
classificagdo do modelo; em azul: erros durante a validagdo cruzada.

A tabela 11 esta organizada em ordem crescente para 0s scores
encontrados para a funcdo P. Como esperado, as amostras a partir dos
voluntarios com infeccao pelo HCV apresentaram altos valores na funcédo P e
baixos valores na funcdao N. O inverso foi observado com amostras de
voluntarios do grupo HCV negativo. Esses dados também estdo representados

no grafico da Figura 56, que relaciona os scores alcangcados por cada amostra
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na funcdo P com o diagndstico clinico-laboratorial para a infeccdo pelo HCV.
Os destaques em vermelho e azul na tabela 11 mostram claramente que ha um
intervalo de scores no qual a classificagéo é duvidosa. Esse intervalo também é

destacado no grafico.

o
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Figura 56 — Diagndstico clinico-laboratorial, realizado no Hospital das Clinicas / UFPE, para
infecgdo pelo HCV versus Score na Fungdo Discriminante P.

A existéncia dessa regidao de classificacdo duvidosa explica o fato de
que trés amostras, que foram classificadas corretamente como negativas para
a infeccao pelo HCV com o modelo completo, tenham a classificagéo alterada
quando da validacao cruzada. Essas amostras (22, 23 e 29) tém scores na
regiao que classificamos como duvidosa. Os resultados obtidos pelo modelo
completo e os da validagao cruzada estdo resumidos na tabela 12. De acordo

com esses resultados, o modelo apresentou um valor de sensibilidade igual a
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96.9% e especificidade igual a 94,1%. O valor preditivo positivo, definido como
a probabilidade de existir a doenca se o teste indicar positividade, é igual a
97,0%; enquanto o valor preditivo negativo, definido como a probabilidade de
nao existir a infeccao se o teste indicar negatividade, é igual a 93,9%.

Tabela 12 — Resumo da classificacao feita pelo modelo metabonémico versus
diagnéstico clinico-laboratorial para infeccao pelo HCV.

Predicdo do modelo

Completo HCV positivo HCV negativo Total
HCV positivo 32 2 34
HCV negativo 1 31 32
o HCV positivo 941 59 100,0
° HCV negativo 3,1 96,9 100,0
Validagao
cruzada
HCV positivo 32 2 34
HCV negativo 4 28 32
o HCV positivo 94 1 59 100,0
° HCV negativo 12,5 87,5 100,0

95,5% dos casos foram corretamente classificados pelo modelo; Na validacao
cruzada, 90,9% dos casos foram corretamente classificados.

Mesmo considerando que o niumero de amostras utilizado na construgéao
do modelo ainda €& pequeno, os Vvalores obtidos para sensibilidade,
especificidade, valor preditivo negativo e valor preditivo positivo pelo modelo
metabonémico, credenciam a metodologia para ser aplicada como ferramenta
de rastreamento na investigacao de infeccao pelo HCV. Isso se deve ao fato de
gue os valores de avaliagdo obtidos sdo muito proximos dos observados para
os testes de rotina utilizados na pratica médica.

Nos apéndices Il, Il e IV estdo listados os dados espectrais
normalizados usados na contrugdo do modelo metabonémico, bem como os

pesos de cada amostra para as componentes principais € as fungdes de
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classificacdo para cada grupo — POSITIVO e NEGATIVO. Este trabalho foi
submetido e aceito para publicagao no periédico Journal of Viral Hepatitis [146].

NOs continuamos com a coleta de dados, no sentido de confirmarmos os
resultados e podermos ter um conjunto de amostras tal que permita ter um
grupo de calibracdo e um grupo de teste, que no nosso entendimento é a forma
mais adequada de avaliacdo do modelo.

Conclusao

O modelo construido apresentou valores de sensibilidade e
especificidade iguais a 96,9% e 94,1%, respectivamente. Ja os valores
preditivos positivo e negativo sdo iguais a 97,0% e 93,9%, respectivamente. O
modelo foi cross-validado, classificando corretamente 90,9% das amostras e
tendo 95,5% de concordancia com os resultados apresentados pelo modelo
completo.

Demonstramos, portanto, que a técnica e o biofluido escolhidos tém
potencial para serem utilizados como método de rotina no rastreamento de
casos de infeccao pelo HCV, caracterizando-se como uma metodologia mais

rapida e menos onerosa do que as que atualmente sao utilizadas.
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Capitulo Il

Conclusao e Perspectivas
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Conclusao

Nesta tese, ndés demonstramos, com exemplos praticos e diversos, a
versatilidade e aplicabilidade da espectroscopia de ressonancia magnética
multinuclear na solucdo dos mais diferentes problemas, das mais diferentes
areas, desde aqueles aparentemente convencionais até os mais inovadores,
chegando a fronteira do conhecimento.

Quatro diferentes direcdes de pesquisa foram abordadas, a saber:

v Forense, como nos casos da morte subita por uso de inalante — RMN de

'H, de ®C e de 'F, e do erro de manipulacdo na producdo de

medicamento — RMN de 'H;

v Estudos de mecanismos de reacdo e processo — estudamos a formacgao

do complexo de Meisenheimer e derivados de ftalimidas, o efeito das
ondas de ultrassom sobre uma solugdo de polianilina em DMSO e a
estabilidade de polifosfatos frente a radiacdo gama;

v Elucidagdo e assinalamento estrutural — para isso, fizemos uso de

ferramentas uni e bidimensionais, analisando séries de trifluoroboratos
organicos, derivados de 1,2/4-oxadiazéis com propriedades
luminescentes, e distinguindo amostras de “crack” e cloridrato de
cocaina;

v Andlise de biofluidos — desenvolvemos um modelo metabonémico para

distinguir amostras de urina fornecidas por pacientes infectados pelo
HCV de pacientes nao infectados, tendo o mesmo apresentado altos
valores preditivos (positivo e negativo), de especificidade, sensibilidade

e acuracia.
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Ficou demonstrado que a espectroscopia de ressonancia magnética
multinuclear pode (e deve) ser aplicada na solucédo de problemas que vao além
daqueles normalmente estudados nos laboratérios de pesquisa, como é o caso

da elucidagéao estrutural de novos compostos, por exemplo.

[OD

Por outro lado, sua aplicacdo na investigacdo forense € algo que nao
muito explorado, tendo campo para expansio, sobretudo se for associada a
estratégia metabondmica, algo que ainda, até onde pudemos investigar, é
inexistente.

A estratégia metabonémica tem crescido muito rapidamente e é uma
area onde trabalhos pioneiros, apresentando resultados de fato Uteis para a
sociedade, podem ser realizados, como foi 0 caso de nosso estudo em que
desenvolvemos com sucesso um modelo de diagnéstico para classificacdo de
amostras de urina fornecidas por pacientes portadores de infec¢do pelo virus

da hepatite C.
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Perspectivas

Tratamos fundamentalmente da aplicacdo da espectroscopia de
ressonancia magnética multinuclear a solugao de diversos problemas, das mais
diferentes areas. Os resultados obtidos propiciam novos estudos, sobretudo no
tocante as andlises de biofluidos, usando metabondmica.

Assim, além de continuarmos aplicando as técnicas de RMN na solucao
de problemas associados a ciéncia forense ou outras necessidades mais
especificas da quimica analitica, pretendemos estender a construcdo do
modelo metabondmico aqui realizado no sentido de melhorar os valores de
especificidade e sensibilidade obtidos. Pretendemos também avancar, visando
a construcdo de um modelo, a partir de espectros de RMN de 'H de amostras
de soro, que seja capaz de determinar o estagio e a gravidade do processo
infeccioso provocado pelo HCV. Isso seria interessante, haja vista que essa
determinacao é feita a partir da bidpsia do figado, que é um procedimento
extremamente invasivo e relativamente arriscado, exigindo inclusive o
internamento do paciente. O desenvolvimento de uma metodologia
minimamente invasiva é, portanto, plenamente justificavel e altamente
desejavel.

Pretendemos também desenvolver projeto usando espectros de RMN de
'H de amostras de sémen buscando correlacionar mudancas no perfil de
metabdlitos enddégenos com o diagnostico de cancer de préstata. Ha relatos na
literatura de estratégias metabolémicas, determinando a concentracdo de
citrato no liquido seminal e correlacionando a mesma com a ocorréncia ou nao

de cancer de préstata [147, 148]. Alguns inconvenientes podem ser apontados
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no uso desta metodologia, como o fato de a determinacdo da concentracao
poder ser dificultada se houver outro(s) sinal(is) na regido utilizada para a
integracéo, ou se a concentracao de citrato for muito baixa. Em principio, seria
preferivel realizar a analise diretamente no fluido seminal j& que maiores
concentracdes de citrato sdo ali observadas. Porém, a desvantagem é que a
coleta do fluido seminal € relativamente invasiva, sendo realizada a partir de
uma massagem prostatica. A estratégia metabondémica poderia vencer essas
duas barreiras, haja vista que poderiamos trabalhar apenas com amostras de
sémen (de facil coleta por manipulagao auto-erética), usando as areas relativas
a um conjunto de metabdlitos endégenos, e ndo apenas um unico metabdlito
(no caso, o citrato).

Outro trabalho que pretendemos desenvolver, utilizando a estratégia
metabonbmica, seria classificar amostras de mel por florada. O Brasil € um dos
grandes produtores e exportadores de mel de abelha. Uma forma de agregar
valor a esse produto, além do tipo de abelha que o produz, é garantir a florada
do mesmo, ou seja, o tipo de vegetacdo que sera a fonte de alimentacdo das
abelhas. Assim, as amostras de mel podem ser classificadas, por exemplo,
como florada de eucalipto, florada de lavanda, ou mesmo mel silvestre. As
questbes que se impdem sdo: como determinar se de fato o mel pode ser
assim classificado? Sera que é possivel vender um mel silvestre como sendo
de uma determinada florada apenas acrescentando determinados compostos?
E possivel identificar esse tipo de adulteracdo? Essas determinagdes
normalmente sao realizadas utilizando métodos de cromatografia associados a

espectrometria de massas [149]. Esses métodos sao relativamente demorados.
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Dessa forma, considerando que o mel também é um biofluido, podemos aplicar
a estratégia metabonémica e classificar as amostras em funcdo do tipo de
florada, de abelha ou regido aonde foi produzida.

Enfim, ha uma grande variedade de problemas, passiveis de abordagem
pela estratégia metabondmica, que pretendemos explorar a partir dos

resultados obtidos nesta tese.
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NEGATNVO | -054631] 054101 O54631) D54631) 054505 054631 054631 D54631 054631) 054631 054631 054631) 054631 046854) 054631 054631 D54631] 054631
NEGATNVG | -0B9175] -0R3175 0p4347) OR2962) 062585 -0G62867| -0F3468| -0RS701| -0FES02) -0R9175 OR3175] -0B9175| -0FI175 0p9175) -0B9175| -069175| 0RI175) 069176
NEGATVO | 076259 076259 071866) DO70428) -0BB830| -066616| -0B5622) DBSE0Y| DES177) DE4915 066780 -0BE9F0) -0B9072 0,73803) -076258| 076259 076260 076260
NEGATNVG | -040282) 037310 040262) 040282) 040282 -040282| 040282 040282 -0402682) 040282 040282 -040262) -0 40262 -040282) -040262| -040282| 040282 -040282
NEGATNVO | -054481] 054481 052687 D63N3) 052776 053346 054481 051640 054487) 054481 054481 054102) 054292 048608) 054481 054481 D 54481] 054481
NEGATNVG | -040857) 041763 OA41763) 041763 -041763| -041763| -041763] 041763 -0417R3| 041763 041763 -041763) -0 41763 041763) -0 41763| -041763| 041763 041763
MNEGATVO | -0B0M93) 060163 080193 D58741) -058914] -060193| 06093 059476| 056723) DEODIES) 059859 -05B980) -059904] - k 051867) 0509099 056314 DE6117] D&7241
NEGATNVG | -059673) -0RB725 OPE725| ORE725| -0BR72S| 066726 -0FG725| -ORE7F25| -OFR7F25) OFE725| -0BR726| -0A6726| -0F4962 -OFE725) -0FR725| -0FR725| -0F3199| -OFR725) -065548| -0RE725| 0 RE725
NEGATNVO | -080M01] 060101 080101 D56479) 060101 060101 -059442) OE0101| 080101 O60101) 060101 060101 060101 -080101) 060101 06001 048578 080101 060101 060101 060101
MNEGATNVG | -074265) -073985 073871 0727100 -071533] -071897| -070566) -OR7694| -OB9567) 0FB436) - 0F3907| -0FE362) -068534| - 056166) -068576| -065340| 0 R5354) -0 62357
NEGATNVO | -052030) 052383 052400 D52490) 052490 -052490| -052480) 052490 -052490) 0562450 052490 -052490) 052490 052490) -052490| -052450] 062490) 052490
NEGATNG | -0,50530| -0 50661 -050978) 050975) -050978| -050978| -050878| 050975 -050978) 050975 -050978 -050978) -050978 -047106) -050978| -050878| 050975 -050978
NEGATNVO | -049753) 050233 050233 D60233) -050233) 050233 050233 050233 050233 DE0233) 050233 050233) -050233] k 050233) 050233 -050233) 060233) 050233
NEGATNVO | -054810] -054910 -054341) 053006) -054910| -053985| -0,53398| 054910 -054310) 053700) -053896| -054572| -054268) -052116) 053540 -047490| -051683| -054310) -054310] -053131| 053024
NEGATNVO | -034770) 037363 037363) D37363) 037363| -037363| -037363] 037363| 037363) D37363) -037363| 037363 -037363] 037363) 037363) 037363 037363 037363) 037363 037363 037363
NEGATNVG | -050744) -0 51982 050001 051735 -051962) -051982| -051962) 051982 -0519%62) 051982) 051982 -051982) -051952| - -051982) -051962| -051952] 051982 051982
MNEGATNVO | -052702) 053145 053183 D53183) -0531683] -053183] -053183] 053183 0531683 063183 053183 -0531683) 0531683 049672) 053163 -053183| D63183) 053183
NEGATNVG | -0,59893] -0R0161 Op0427) ORD427) 060427 -060427| -0F0427) -0R0427| -0B0427) -0 R0427 O R0427| -0p0427) -0 60427 0p0427) 060427 | -060427| 0 RD427) -0 60427
NEGATVO | -057170] 0567344 O57064) D5&7344) 057344) 057344 057344 057344 0E7344) 067344 057344 D57344) 057344 054918) 057344] -057344] DE7344) 057344
NEGATNVG | -071572) 072355 072318) 0OFB904) -067374| 067617 -071534] -0F8R43| 070191 070023 072385 -070434) 070918 Op4165) -071087| -070135| 0R9725) 067299
NEGATNVO | -0B0854) 060854 O5B026) D56691) 055268 055342 -054066| 054348 -054456) 066450 059102 -0B0854) 060854 050864) 060854 -060854] DE0G54) 060854
NEGATNVO | -0,50890) -050950 050990 050566) -048577| -049R51| -048556| -0.48820( -048570| 047525 047108 -0.44746) -0 4538 -040765) -044368| -0.44256) 043085 -0 40857
NEGATNVO | -043310) 043336 042087 D42607) 043336 -043336| -043336| 043336| 043336 043336 043336 -043336) 043336 043336) -043336| -043336| 043336) 043336
NEGATNVG | -056404) -0 56404 0558689 056404) -056945) -055519] -055304] 054887 055165 055650 054302 -052924) 054664 -052632) -056084| -054372| 055430 -052089
NEGATNVO | -054034) 062603 0B2171) D63638) -062132) 063996 062701 061054 058975 069053 058308 -056132) -0B0642 053249) 055976| -052676| 063484 048503
MNEGATNVG | -0B3837) -0R7326 OpE391) OA7326) -064521| -0G5456| -0F7326| -ORS7E7| -0F7326) -0R7326 OFB391| -OpS144) -0F7326 057975) -064832| -0F7326| 0 R4532) -0 BE7E7
MNEGATNVO | -058932) 058553 058932 D58932) 056462 058684 -058932) 058932 050932 068557 057966 -058039) 056028 050674) 056063 -057285) D66782) 055675
NEGATNVO | -052236) 051720 052236 052236 -0520368| -052236| -052236| 052236 052236 052235 052236 -052236) 052236 052236) -052236| -052236) 062236 052236
NEGATVO | -044566) -0 44670 O44670) D44670) 044670 044670 -044670) 044670 -D44670) D 44670 044670 -D44670) 044670 O44610) -044670| -044670] D 44670 044670
NEGATNVO | -048700) -0.48700 -048512) 0.48354) -048550| -048700| -048700 -0.48700( -048700) -0.48700 -0.48700[ -048700) -048700 039781 -048700| -048700( -0.48700) -048700
MNEGATVO | 076141 07B573 076576) D76476) -076576| -O07E576| 076576 0 7BG76| 076576 D7E552 078576 07B576) -07B57E 0,73872) 076576| 076576 076553 0 7E576
NEGATNVG | -0B7R43] -0R7702 Op7595) OR7531) -067263| -06R453| -0F7254) -0RS702( -0B5295) -0RB37RE 0F3251| -0p4671| -0FBEE7FS 0p2998) -063507| -063122 0R3181) 061366
POSITVO 053326) 053782 - 053567 053288) -053313| -053782| -053495| 053782 0537682 052538 052301 -051067| -051368 R -0,49063) -052594| -052019) 051263) 051676
POSTVO 055097 065097 B4006| -0B4619] 063998 0B3415) DE2535) -062900) 062277 061295 -0E1648 060228 -050642) -0B0032 HE737| 057306) 057532 -057368) 056043 053471
POSITVO 079547 079547 -078995| -077373] 076033 -074890| 074415 -073208) 072679) -073296| -072531 -0.72900[ -072002) -074360 076517 -079402| -0,79547| 079547 -079547| -0 79547
POSTVO 0B9425) DEE366) 069492 0F9492) 069492) -QBFI035| 069492 0F9402) DE9492) 0F9492) 069492 069492 0B0492) 069492 0B9139) 069492 069452 0B9492) 069492 069492
POSITVG 061018 -0p1018 59032| 059691) -059649| -056764) 067704 -050600| 057643) -059444) 056671 055065 -053115 A9091| -047208| -050045) -0.459348) -0.48237| 047599
POSITVO 051225 0,48750 51225 -049113] 051225 049477 0560387) -051225) 051116 -047291] 050224 -0.46927| 045161 A7328| -04R162| -049458| -046181| 0.44141) -047219
POSTVO -0B9894) 070779 JS0679| 070879 070679 O70879) D70679) 070878 070879 070879 070679 -0.70879] 070679 JF0679| 070879 070879 -070879| 070679 070879
POSITVO 0p1293) 0OR1353 F12r8| -0F1353] 0F1353| -0F1363) OR1353) -061353] -0/1353] -0F1353] -0R1353 0F1353] -0p1353 BO100| 053188 -061353| -0F1353| 0 AOGSS| -061101
POSTVO -0565802) 055602 S4063| -055802) 055802 0658020 D65602) 06565802 055802 -055802) -0 55802 055802 055802 55002| 055802 056802 -055802| D65602) 055802
POSITVO -058560) -0.55250 S5560| -055580| -055580( -055580) A055580| -056560| -055580| -0,55580| -0 55580 -055580[ -0.55560 53205| 053848 -0,55580| -0,55580| 055580| -0 55580
POSTVO 057EES) D 6766 AS7055| 056851 D56326| 056938 D6&7E6Y) 057669 057663 -057669) 057669 057669 057669 S7EEY| 057669 057669 -057669| 06766 057669
POSITVO -0.48008) 047639 A7880| -0.48009| 048003 -04800%) 0.48003) -048008) -048009] -0.48003) -0.48003 -0.48003[ -0.48009 ABO0S| -048003) -048009| -0.45003| 048003 -045009
POSTVO 0B4641) -0 64980 B4980| -063868) 064980 OB4980) DE4980) 064668 064980 -064980) 064703 063207 053200 | B2153| 053961 064598 -063993| DE3600) 062174
POSITVO 0p2800) OR3184) -063565| -0F3565) -0A3566) -063565| -0A3665) -0F35RS| -DR1981) -0F1773] -0GA0RS1) -060023| -058756[ -056158 -058976) -059448) -0568663] -0F3015| -0B3565) -063565| -0K3565
POSTVO 056073 D5E000) 056073 0655562) DO6073) 055645 055021 -056073| D66073) 056073) O56073) -056073] -056073[ -056073 056073) 056073 056073 056073 056073 056073 056073
POSITVO 0p2708) 0R2709 BZ336| -0B0345| -OR0315| -057038) 055586 -052633| -050367| -047728| -0.45805) - -0.42453 040713 R 25606| 035798 -0,38976| -0,37574| 036141) -032285
POSTVO O0F1033) D63223) -063223| 0F3203) 063223 -0B3223) 063223 0F3223) D63223) 0F3223) 063223 063223 053223 053223) 063223 063223 0F3223) 063223 063223
POSITVO O78163) 077121) -078423| -078423) 078293 -078423) 078423 -078423) 078423) -078423) 078423 078423 078423 076626) -078423| -078423) -076418) -078423] -0 75663
POSTVO 073140 072536 J3140) 073087 072260 O72734) D73140) 072734) 073140) -073140) 072389 -0.72890[ 059429 | B8333| 089791 071828 -066704| 069075 066900
POSITVO 052712) 052712) -052712| -051696) -052712) -052712] 051384 -052712| 0DA2712) -052712] -052712) -052712] 052712 -052712 052712) 052712 -052712] -052712] 052712 -052712] 052712
POSTVO 053609 D53509) -048928) 0503564) 048109) 048945 047126) 047388 D483655) 047609) 041538 042849 -041226) -0.39508 O37670) 032361 -032721) -0.30932) 040472 -042062| 043652
POSITVO -0p9502) 0 R9403 B9902| -0F9223) -0R9902 -0F9902) 0ORS5RS) -0B98A1| -069902| -0F9875| -0F8419) - 0 R9632[ -0RE141 R FEO13| -0F9008) -069902| -0FF252| 0F3514) 065197
POSTVO 0p4885) DE3056) 064865 0F4885) 064805) -0B4806| 0654805 DB4085| DE4085) -064885) 064885 064885 054885 0FB1625) -0B3778| -064865| 064085 -064885| 064885
POSITVO 021588 032736 -033767| 033767 033767 -033767| 033767 -0337R7| -033767) -033767| -033767 4032630 -0,31928 033767 -033767| -033767| 033767 -033767| 033767
POSTVO O57080) D&7080) 056771 0655240) 056647 -054512) 054542 052348) D63174) 051915 051207 049269 049328 047124) 047144) 047095 044202) -047400] 045265
POSITVO 037533 038345| -038343| -0358348) -038348) -036348| -038345| -035348)| -038345) -038348) -038348 4038345 -0.35348 -035348) -038348| -036348| -0,35348| -038348| -0 38345
POSTVO 054731 D54731) 054315 054213) D53866| -053563) 053106) -052802) D62111) 051126) 051298 050729 048241 048779) -048840| -0.48962) 047946) -0 45478] 045255
POSITVO 051208) 051817) -051817] -050916) -051817) -051525| 051817 051817 0A51817) -051817] 0516817 051817 051817 -051817) -051817| -051817] -051817) -051817] 051817
POSTVO 074662 D76192) 076192 O74643) O76192) -Q74776| 073487 074670 D73203) -070664) 072805 070569 070247 052119) 063502 -069034) DF6E742) 066420 062914
POSITVO 038338 038237) -039068| -0390R3) -039063) -039063| -033063 -0390R3| -039083) -039083) 033063 -0,33063[ -0,390R9 039085 -039068| -03906%] 039083 -033063| -0 33063
POSTVO 051295 D50063) 051451 051451 051451 051451 051451 051457 D51451) 051451 051451 051451 051457 051457) 051451 -051451] -051451) D51451) 051451
POSITVO OpE595) ORS287) -0B6310| -0F2677) -0A0079) -057737| 054687 -050727| -04760R) -043322) 043003 -0.45072( -0.4R473 -0.568540) -057661| -057435| 053296 -052459] -0 43565
POSTVO 048478 D49283) 049403| 049403) 048934) 049244 049403 049403 D49403) 049403) 049403 049403 049403 045403) 049403) 049403 049403 049403) 049403 -049403| 049403 049403
POSITVO Op4634) OFS3E2) -065434| -0F5434) -0F5434) -0F5434] -0R5434) -DF5434| ORS434) -0FE434) 065434 -0B5434] -0RS5434 -0F5434) -0F5434]) -065434] -0F5434| -0F5434) -065434| -0F5434| 0R5434) -0F5434




Tese de doutorado

NEGATIVD | 047043 054631) 054631 -052960| 040526) 044608) 047106 -054580) 063975) 033241) -050560| 049765 041383) -044508| -032724) 042619) 034552 049236 0.23152) 038863
NEGATIO | -053175 0p9175) 069175 069175 -0F9175| -0F3175) 069175 -0B3175] -0F3175) 063175 -0F9175| -0B3175| -0FF175) 069175 -0F3175| -0F3175) -0B3175| -069175 0 R3175
NEGATIVD | 058542 076289) 076258 076141 068126 067191 -062768| -066267) 050488 003300) 076259 076250 073839) 063939 069477 -0B9904) 073235) -063051| - -0.76259
NEGATINO | -040252 040282) -040262| -040252) -040252| -040282) -040252| -040282) -040062) -040262) -040252| -040282) -040082) 040082 -040252| -040252| -0400682) -040252| -024744| 040282 040282
NEGATIVD | 041788 054487) 051640| 044062 -036484) 050503) 043114| 0436872 052208) 049745) 035915 -038189) 050503) 0406520 -035347) -036204) 048987 052018 005386 0.15236) 047282
NEGATINVO | 041763 041763) 041763 -041763) -041763| -041763) -041763| -041763] -041763) 041763 -041763| -0,30091] -041763) 041763 -041763] -0.34755| -041763) -041763| -041763| 041763 041763
NEGATIVD | 037701 O57611) -054790] 046440 -036894) 051186) 050164 -054086) 042973) 049321 051544) 046715 038407) 037808 030415 0311686 040517 042913| 017962 000475) 053445
NEGATIVO | -0549R2 OpE725) -062024) -057910) -056498| -055495) -043219| -0F1436] -0p4962) -057322) -064862| -0,56735) -037930) -049683| -030291| -0.34404| -047920) -060261| -004434] 001442 -049095
NEGATIVD | 051212 080101) 060101 -057138] -026622) 052629) 054833 -060M01| 058442) 059113) 060101 060101 080101 048908 -0.41994) 040678) 040678 -044628) 0852114] 084748 055621
NEGATINO | -0,25822 0p4695) -061038| -048265) -032246| 055306 -056022| -058965| -053200) -050222) -052127| -050586) -035454) -033310] -030242| -026095| -034095) -022844| 106346 027495 -050292
NEGATIVD | 051695 052490) 052490 024609 021643| 049561) 047768| -052400) 052490) 052490 037742 051492 0524090) 048365 -035064) 049716) 049631 049489 077012 076473 051261
NEGATINO | -0.40550 -050978) -050978| -036268) -042234| 049268 -044023| -047827| -050978) 050978 -022533| -0.47428| 049185 -038316| -0,17809| -0.42514| 046817 -048537| 001030 001115 -0.45099
NEGATIVD | -0,50233 050233) 050233 050233 -050233) 050233) 048609 050233 060233) 050233 050233 050233 050233) 021538| -041715] -041669| 048983) 050233 -026273| 030092) 050233
NEGATINO | -0.43808 -054910) -050141| -049501) -047063| -047846) -041547| -045355) -048522) 040265 -034429) -047116| -0424584) 024126 -042152| -040668| 047259 -035105| -021066| 046226 -054310
NEGATIVO | -0,37363 037363) 037363 037363 -037363| 037363) 037363 -037363] 0,37363) 037363) 037363 037363 037363) 037363 037363 -037363| 037363) 033289 071696 037363 037363
NEGATIVO | -051233 -051982) 051962 -051952) -040092| -051982) -051952| -051962] -051962) 0468267 -051952| -051962) -0519682) 040835 -049753| -051735| -0519682) -051952| 002013 008453 -051952
NEGATIVD | -0,39375 053183) 051192) -032173) -0.36438) 047419) 044469 050507 049067) 046301 038489 045098 046327) 031113 009993 -035101| 046148) 045538 027415 0.10953) 045439
NEGATINO | -050427 0p0427) 060427 -0F0365| -046000| -059619) -055564| -060427) -0F0427) -0F01R4] -060427| -0F0427| -029159) -054311| -040327) -0344R5) -0 48467 -060427| -0,05825| 015236 -054121
NEGATIVD | 047269 057344) 057344) 057094 050781 057344) 057344| -057344) DL0646) 057344 057344) 047372 0567344) 050531 -033549) -036056| 054601 -057344| -020877| D29216) 057344
NEGATINO | -0.40585 072365 064725 -059128) -0.42606| -0F0826) -053755| -0F2673| -0F3009) -0F1143] -060098| -0,59943) -055416) -0,17601| -032675| -0.34085| -040342) -043924| 055716 0,13085) -0 56908
NEGATIVD | 050854 050864) 060854 060854 -0E0854) 0F0854) -060854| -060854) 0E0854) 0E0854) 037309 -060854) 0E0854) 060854 -054913) -060854| 0F0854) -060854| -031334] 038156) 060854
NEGATIO | -031163 041763) -039187| -034623) -0.26404| -031688) -027276| -027479] 007789) 038603 -034017| -0,00423] -034532) -023300| -0,12523| -008318| -022080) -0,11442| 0,10114] 020672 -033299
NEGATIVD | 043336 043336) 043336 -043336) -043336| 043336) 043336| -043336] 043336) 043108) -043336| -043336| 043336) 039568 041042 -039189| 043336) 043336| -020489| 016629 043336
NEGATINO | -045713 -056321) 056708 -051518] -047759| 045058 -045308| -047843] -041745) 048441 -046284| -0,33337| -0,17481) -037124] -022423) -0.33198| 038970 -044502| -031124] 042355) 047426
NEGATIVD | -0,33952 0526682) 049641 040800 -039620) 042914) 037561| -045150) 038621) 036011 041000 -035639) 021284) 026304 -023108) 0.32674) 030089) -030913] 0,10504] 018244) 039031
NEGATINO | -0,53300 0pE391) 064832 -0F1092) -049243| -054235) -0511198| -057975| -0.26808) -055452) -060469| -0,34912] -0F7326) 050495 -036762| -040833| -054235) -0B5767| -0,22445| 036155 -051742
NEGATINVD | 043611 056013) 054789 043075 -030348) 039085) 037752 001155 D47467) 049517 046662 -030858) 047064) 036830 -031022) 027043 043312) 047856 009695 0.21636) -0 46602
NEGATINO | -050657 052236) -052236| -051541) -048198| 052236 -046272| -052236| -052236) 0459073 -050523 -051808) -052236) -031576| -041951| -0.40491| -050433) -047156| -008533| 0,17333) -052236
NEGATIVD | -0,39944 O44670) 042060 026751 -0.15774] 039134) 032470| 044670 040703) 036157 -027734) -043168) 043345) 032415] -0245871) 033015 036367 031097 071401 022398 044197
NEGATINO | -0,29257 -048700) -048700| -048700) -0,33783| -048700) -035677| -0.48700] -048700) -048700) -0,14001| -0.45700| -048700) -040344] -0,19581| -041275| -048700) -048700| 0093174 0,14900) -048700
NEGATIVD | -DBB163 0,76576) 076053 -0B6790) -0B9EE3| 070861) 060603 -0724096) 070650) 0B6EE05) 058345 066540 OBE361) 022853 -036728| 053736 0F2069) 048853 -002083| D.21972) 062716
NEGATINO | 055061 -0p0%86) -056266| -043765) -050030| -053750) -051196| -054710] -046758) -043471) -053299| -0.49853) -035639) -044616| -036119] -040952| -041653) -046033| 0,14546| 011944 051617
POSITVG | -0,36606 R -052576| -050813| -044232) -041900| 047769 -041863| -0.48732| -044100) -043362 -047601| -043250) -041263) -0,17968| -0,31319] -039231) -041318] -032269] 000158 -0.46844
POSITVO | -0.49649 54920| 053697 050703 -0.42299) 039704) 042679 -034126) -045231) 045074) 043438| 037499 0,16772) 044276 034500 027316 026603) 0368232 -032829) 0,13647 -0,38180
POSITVG | -0,79547 0,79547| -0,79547| -079547) -079547| -079547| -0.79547| 079547 -079547| -079547| -079547| 079547 -079547| -079547| -079547) -079547| -079547) -0,79547| 079547 -058640( -077579| 079547
POSITVO | -062642 069492 09402 0B0492) 0509981 062271 069492 0F0492) 069492 060402 DE5060) 0F9402) 069492 067397 06B672) 052622 -QF1674) 069402 0B0402) 002711 009585) 069492
POSIMTNVO | -0,36392 AB556| -0.45469| 045644 -0,37268) 031278 -0,37133| -036045| 040210) -0,31535] -0,32214] -0,36392| -032206| -024949) -020761) -0,13104] -006127| -0,13598| 017715) 044020 021226 027810
POSITVG | -0.44452 Ad141| -045671) -044358| -0.42848) -043176) -03R856| -030755| -0.40043] -036000) -027477) -0,18354] -030609| -032430) -0,08497| -031465| -0,23233 -0,23088) -020174 -0,27076
POSITVO | -0,70879 JF0679| 070879 070879 070879 0/0879) 070879 070879 070879 070879 070879 070879 070679 070879 070879 070879 070679 -0,70879 -0.70879
POSITVG | -0.48321 F9603) -061353| -0F0527| -052873) -038120) -052430| -0.49562) 054411 -056137| -056274| -0,268580) -047846) -056356| -0.44993) -0283R3) -030265 052285 047115
POSITVO | -0,55802 £6802) 056802 -055802) 055802) 049578 056802 055802 056802) 055802 -0.41340) 055802 056802) 056802 -055802) -055802) 055802 -0.55802 055802
POSITVG | -0.45245 B5560| 055560 -0,55580| -0,52813] -0.44231) -055560| -0,55580| -0,55580| -058580) -056560) -055560| -0,556580| -055580) -0,56560| -0.48508| -0.47158 -0.55560 -0 55580
POSITVO | 057669 57E6Y| 057669 057669 -057669) DLE636) 057669 056721 057669 057669) 051241 057669 057669| 041199) 052891| 044177 044641 051850 -0,55038
POSITVG | -0.48009 ABO0S) -0.48009| -0.45003) -0.48003) -048008) -048009| -0.45003) -048003) -048008 -048003| -045003) -040128) -048009| -0.45009) -047257) -033508 -0, 45009 -0.48009
POSITVO | 044529 B3635| 0F2877) 061632 -0.49880) 050606) 055499 050165 -033985) 053042) 056966 055801 026466 053322) -039000| -026020) 033867 -051300) - 051186
POSITVG | -063565 0,63565| -0F356R5| -0B3565) -063565| -0B3565) -0F3565| -0F3565) -0,63565| -0F3565] -0F35R5| -0B3565) -0,63565| -0F3565) -0B3565) -063565| -0B3565 0R3565) -029797| -0 36457( -0 R3565
POSITVO | -053565 056073 056073 056073) 056073 056073 056073 056073 056073 -042168) 056073) 056073 056073 -056073) 056073) 056073 -056073 056073) 002417 006E13[ 066073
POSITVG | -0,15224 A5216| -04RE0S|) -0,39830| -0,21592] -030523) 051162 -051956| -0,34915] -050210) 062708 -062709| -056814| -0F2709) 062708 -062709| -062703 0p2709) 028758| -0K2703( -0R2703
POSITVO | -063223 063223 063223 0B3223) 063223 050713 061815 0568531 -058531| -059470) 0F3223) 0F3203) 063223 063223 0F3223) 046491 042426 053223) 007397 061094] 064153
POSITVG | -0.70118 077642| -077512| -071392) -056548| -0B3007) -0,73083| -073007) -073840| -0/F3433) -0F1626) -0F7043) -066132| -062408) -050897) -036053) -0,44529 031366) 063921| 014413 0RO116
POSITVO | 061834 B9204| 0F7142) 0B1696| 053747 042234) 056146) 042424) 046100 048206) 049068 061342 056828 047982) 047763 -048413] 044957 046623) 033975 07098| 058287
POSITVG | -052712 052712| -052712| -052712) 051622 -048627) -052712| -052712) -052712| -0.41995] -052712| 052712 -049793| -052712] -052712) 043235 -043508 052712) 0,03468| -0.22986( 062712
POSITVO | -0,268493 049240 -053123] 053509) 051632 048699 053509 053509) 053509 -0536509) 063609) 053509 053509 053509 063509) 053509 -053599 053609 047634 053599 063509
POSITVG | -054369 FPE7E8| -0FR7ES| -064321| -051085) -0528681) -05R8091| -032593| -0,55474) -0.23198) -041551) -0FRE93| -0F0910| -052458) -053720| -026529| -0.41309 058816) 022181| -029334] -0 RI553
POSITVO | 050574 064865 -0p4885| 0p4885) 0468395 049964 -0B4085| 0F4091) 064885 -064805) DF4085) 0F4885) 064805 061346 048334) 048552 -055062 051654) 0B6102) 009294] 064885
POSITVG | -0,33767 033767 | -0,33767| 033767 -033767| -033767) -033767| 033767 -033767| -033767| -0337R7| 033767 -033767| -0,33767| -033767) -033767| -033767 033767 003702 055341( 033767
POSITVO | -0.42845 044291 -043956| 042166) -037414) 036470 036073 036804) 030085 -037847) 039096 030124) 020818 -036260) 032102) 023130 -0,23828 037877 0167020 026002 039116
POSITVG | -0,36348 036348| -0,35348| -035348) -038348| -036348) -0.35348| -035348) -038348| -036348| -0.35348) 035348 -036240| -0,35348| -0.35348) -036348| -036348 -035348) -038348| -0,38345| 038345
POSITVO | 046199 047967 -045529) 043812) 039038 -039668) 041700 045610) 047235 -041456) 0.34153) 043406) 036267 039232 036469) 027327 -032658 -0.33929) -006556| -0.20349) 040267
POSITVG | -0,51690 051817| -051817| -051322) -0468620| -0.43690) -046992| -042332) -048985| -0.42421] -0356R5) 049163 -044752| -0,30453) -038637) -033634] -030837 -041963) -0,10893| -0,19486| 048211
POSITVO | 044743 064865 -061399] 056462) 039533 -0,16734) 050466 050011 0565083 -047869) 0,12191) 054463) 051906 -049784) 032760) -021457] 004026 003210) 210767| 108619 063725
POSITVG | -0,39069 0,39069| -0,39053| -039089) -039068 -03906%) -039083| -037863) -0,39069| -03906%| -0390R3| 0359088 -034171| -0,39083| -037962) -027608| -0,29575 039085 -020215| -0,25982( 039063
POSITVO | -0.45802 051451] -051451] 051467) 049707 047859 -051451) 051467 051451] -051451] 051451) 051451 -051451| -051451) 0353671 -035950] 044774 051457) 006597| 009242] 051451
POSITVG | -0,49309 054104| -0,56243| -053273) -047662| -048629) -053355| -051518) -048153| -048705) -051134) 049123 -044247| -053167| -044247) 024085 -033825 -0.50013) -0,16260] -0,37604| 054191
POSITVO | -049273) -0.49403| 049403) 049403 -049403) 049403) 040621) 041168 042172 047875) 039963 043469 -047009) 0402071 026745| -043658) 040755) 030069) 026054 -042345) 00B8232) 006655| 044153
POSITVG | -055434| -0F5434| -0F5434) -065434] -0,19917] -0p5434| -0F5434) -065434| -0,55403] -0F5209) 066434 -065434] -0F5434| -051080) -065434| -065434] -0p4757| -04K323) -056895| -0F5301] -0B0262) -0 29576| 036325

Ricardo Oliveira da Silva

194



Tese de doutorado

NEGATINVD | 044371 043231 -001893] 026048) -0,16355| 007711] 014611 003211) 001157] -0.14271) 024264) 022956 001667 016711 O37660) 059856 077150 104502) 1369450 178919 212774
NEGATIO | -053175 0p9175) 069175 -069175) -0F3175| 042001 -042564| -0,17022] -0.20929) 008111 -001361| 017087 034276 049635) 0F2072] 0F9544| O71460) 071362 071348| 0,73640) 071903
NEGATIVD | 055974 001116) 046010] 032673 002387 020615 007720| 087015 005252) 00B8948) 003661 002113] 0,11669) 020875) 032820) 037682 036670) 034351 047230 040829
NEGATINO | -040252 026563) -040262| -040252| -034913| 002776) -040252| -040282) -030812) 040262 -040252| -0402582| -0402682) -040252| -040282) -040262) 040262 -040252 -0, 40282
NEGATIVD | 045767 049716| -022086| 040462) 028527 -005226) -0,16213] 030042) 001626 -037999) 043493) 046903 044062 -040608) 042367 043572 046419 047857 -0,50882
NEGATINVO | 041763 -0.35348) -041763| -041763| -0.26718| -004629) -028091| -040672] -020146) -0 41763 -041763| -041763| -040871) -041763| -041763] -041763) 041763 -041763 -0.41763
NEGATNVD | -D44611) - 046264 031623 036068) -003626) 026693 030810 023691 -016753| -053678| 053027) 057605 049829 051532 050217) -047050| 047928 051132 -0.55400
NEGATNO | -053209| 022651 -032054| 043753] -0,17960) -022064] 040815 057827| -009723) -0,13836| 0,17309] -040081) 041456 -037930| -0,33229| -030291) -0,14424| 016134 0.44341) 045042 099580
NEGATIVO | -D531687| 007386) 003478 132153 007758) 037715 -013026) 027467 030472) -018202) 015329 056809 057796) 060101 -060M01| -056455) 052868 054833 060101 080107 060101
NEGATINO | -0.23334| 03R087) 031603 1.20910] -0,18808) -023124] 017158 040738| -0,17660) -0,15851| 006373] -0368597) 033310 -041893| -0.35440| 035995 -032890| -0,38593| -0.433593) -043609 -0,36533
NEGATIVD | 047994 013769 137810 004009) 041926 026462 003463| 025764) 027628| -024383) 040739) 052490 -052490) 040947 047715) 049152 049553 052490) 052490 -0.52490
NEGATINO | -0.45205 0.20802| 036471| -0,17651) -023818| 018468 052926| -0,13960) -0,14533| 0233R9] -0,16291) -0,18308] -0,13507| -003165| 001299) 010861 020235 0,258632) 023410 0 55767
NEGATIVD | 047311 S9747| 018604) 039047 040881 0,19444) 001379 031672 034232 024263) -0,16531| -047660] 042776| 048437 046605 045395 045369) 0491680 050233 050233
NEGATINO | -0.38201 030835 -0,11119] -039892) -031315] -001279] 004166| -041315) -033593| -0,24713] -050106) 054910 -045633| -051369| 039564 -039892| -0,35265| -0,39838) -047027 -0,38984
NEGATIVO | -0,37363 037363 037363 046198) 027276 010207 059636 005461 037363 -037363] 037363) 037363 037363 037363 037363) 037363 -037363] 0,37363) 037363 -0.37363
NEGATINWO | 051962 S1670| 044130 -026973| -042322) -031422) 008381 -034643] -027211| -0.20523) -036861| -051962] -051962| -051962) -051952| -051962) -051962) 051962 -051962 051982
NEGATIVD | 037647 001097 0B0926| 007796) 006308 046868 082658) 011261 -009538| -000043) 029866) 043126 -036477) 0341681) 034762) -033830| -0,32959) 0.30433) 040181 042247
NEGATINO | -0.56557 030170 047163| -0,11641) -027134] 039679 1,15035| 001224] 000593 047453) -028067) -0427068 -048303| -046617| -049445) -044542| -040162] -045393) 051348 -0 /0427
NEGATIVD | 054373 016607 0026808 031378) -024328) 033818 067848| 014093) 016272 003456 047399) 053609 -057344) -057344) 057344) 057344) 056156 067344) 057344 057344
NEGATIVO | -0,394R5 0,12640| 081461| -0.22843) -023384| 023808 053253| 033365 -030566| -0,11452] -030585) -058330| -057337| -056274| -054073) -057654| -0.44502) -047804) -044110 -0,22134
NEGATIVD | 056468 039007 005343 020881) 029614 001391 026269 026549) 016099 043318 0,10085) 002036) 008634) 018697 026021) 036216 036826 033437 031352 0 26561
NEGATINO | -0,08460 0,10368| 030396 037286) 0,19155] 051915] 101283 O00067E| 031258| 0,20342) -031580) -040218| -039010| -0338590| 032798 -021757| -0,15172] -0.26073) -028081 027116
NEGATIVD | 043336 043336| -017368| 0371562) -043336| -022669) 0,18607) 032519 020237 020408 032360) 043336 -043336| 043336 041117 026861 -0,11251) 010167 003691 012676
NEGATIVO | -0,35043 041815| -027170| -0,18233) -0,01958| 036546 0FES32| -022145) -022507| 022180] -0,15385) -038335) -044168| -0.405848| -037820) -0,16017| -005119] -031193) -032432 -0,32001
NEGATIVD | -0,25912 0,14773] 0,138658| 021284) 015746) 012644 024702) 013969) 008694 002170 033344) 031540) -027304) 027265 020186) -006321| 007322 -0,13342) -0,15224 011146
NEGATIO | -051118 0,09878| -007173| -043015) 0227568 0,14021] 0,15580| -0,15276) -0,00627| -0,06543] -0F2027) 067326 -067326| -0F6702| -0FR391) -062650| -0,57040| -0F7326) -0F7326 -0 /7326
NEGATIVD | 043228 011474 052663| -0,14060) -035956| 008541 019016 028478 -013624) 002317 035139) 046737 052641 046719 048617) 043636 040026 D47571) 050756 052133
NEGATINO | -0.47473 033056 011228 -031770) -037178| -00R115| 0,24800| 034358 -026297| -0,18525| -034963) 052036 -052236| -052236| 052236 -052236| -050965) -052236) -052236 052236
NEGATIVO | -0,33059 011266 086213 026202) 039474) -0,19399) 002630) 024997 017616 029617 043372) 044670 044670 -044670) 044670) 041257 -043836) 044670) 044670 044670
NEGATINO | -0.45928 0,10265| 0F5113] -003528) -007035) 034125| 0pF1744| 0,17923] 036068 035660] -003232) 023528 -020761| -0,18133| -0,16609) -0,09795| -009544] -0,13332| -020066 -0,26356
NEGATIVD | 046452 035458 021226 00B8512) 021754) 0330094 094915 003585) 031101 071949 083851) 023320) 041595 052968 0F5147) 093851| 1.26464) 1,15915) 120850 179023
NEGATIVO | -0,34248 0,14383| 034803| -022730) -027242| -004450] 023018) -027416) -0,09137| -0,02932) -037129) -034090| -034405| -0218587| -O001650) 027517 0392600 054407) 062121 1,07052
POSITVG | -0,38819 -0.28600) 010865 -031019] -0,36963| -020881) -0,09711| -0,33569| -030969) 020999 -027268| -045388| -046338) -042419| -045569| -042225| -043163) -047838| -0,50907| -051361| -0.47551| 047488
POSITVO | -023513] 05807 020711 022532 -0,13840) 0,10947) 026932 012676 -0,15002| 010077 032492 045699 044452) 041609 -035261| -0,16864) 026161) 038602 -0.41403) 040685) -037074| 034904
POSITVG | -0,79547| -0F2321| 057509 -0,19034| -051559] -032605| 009403) 036573 -0,10829] 000290 022076 -0,16437| -007716| 003921) 010895 023183 030234 039717) 044956 041118] 040093) 044068 046017
POSITVO | -069492) -034341| 039900) 056939 -033760) 056206 009857 035390| -044990) 037793) 029548 -059859) 060000 054767 031698 -001562) 017008 038989) 053535 066509 O76430) 092413 108720
POSITNVO | -0,16202 0/53631] 000253) -000004] 034521 075057) 006109 0,16869) 0,30560) -0,12116) -014144) -007866| -003267) -008618] -0,07928) -006772) -003699| 006035 - -003421) -002422
POSITVG | -0,19500 -0,13563) -0,16948) -0,18262| -0,16007| 000406) -0,10540| 0O0RS16| 0,13852) 001108 -0,14162| -0,06861| -001907) -0,06094| 0,14811] -0,06278 014757
POSITVO | -0,70879 032474] 016507 022640) 1,156174] 161845 000238 022314) 063264) 021024) 004494) 007350) 010613] 015522 0.38199) 045311 003674
POSITVG | -046326 043125 -020268| -0.29932) 0,11428) 049228| -0,15572| -0,16913) 023520| -034575| -0.49442| 049744 -043408| -042137| -038624) -035455 -0 56046
POSITVO | -0,55802 043873 -048113] 056802) 0209075 002632 -046374) 009946) 023126 055802 055802) 0655802) 056802 -055802) -055802) 055802 0 56602
POSITVG | -0,55580 047416| -043723| -030267) 033972] 0B5353) -0.479584| 045587 -033884| -0,55580| -055580| -055560| -0,55580| -0,55580| -058580) -056560| -0,55580 -0 55580
POSITVO | -0.49348 018791 012774 007726) 021473] 161768 036720) 027163) 043367 079847 050146) 003841) 009050 013795 0,18162) 010858 004475 -0.14100
POSITVG | -0.48009 -0,18260) -031798] -036319] -002053| 040662) -0,19200| -0,17400) 0,01803) 029096 -041861| -046118| -044375) -046575| -041155] -0.34575| -042335 -0.48009
POSITVO | -0.43291 026715 -011214] 0236688) 023448 070204 000803 006624) 039920 -030M32) 0.34245) 031465) 015247 000837 0,17701) 030365 042558 0682431
POSITVG | -063565 -00R487| -063565| -0B3565| -051902| -0,11901) -063565| -0F3565| -0.30303) -059935 -0F2602| -054243) 040961 -028313| -0,13493] 003043) 001561 007367
POSITVO | -056073 002952 -035160] 037905) 007255) 041196 017559 005600) -003360| -043356) 046411) 045069 046115 044453 039641) -037554] -0376504 043276
POSITVG | -062709 0,15670| -0F2708| -0F2709) 062708 -062709) -057127| -0F2709) 062708 -0F2709) -0F2703) -0F2708) -062708| -0F2703) -051201) -0458991] -049229 -0,22887
POSITVO | -0.565968 031696 041391 099562) 083768 250845 087208 036700) 041079 OF7670| 006709 O0B5786) 029350| 026475 028039) 026944 034763 -0 56968
POSITVG | -0,35142 0/4520| -0,16131] 0,11343) 0BE311| 073218 -008371| -000295) -0,04934| -059852] -0FE2R7| 051704 -048007| -0,35710] -0.24387) -0,13183] -0,01340 0F2749
POSITVO | 042363 064009 -039368| -0,16489) 005934 0085400 051771| 049777 0,11224) -055024) 0F6E631) 0BB350) 064035 -050960) 043235) 053177 060746 061351
POSITVG | -0,44352 025093| -0,34838| -0.29023) 006182] 028957 -009566| -001532) -0,01613| -0.40071] -0.41372) -043011) -042395| -040796) -033838) -033080| -035167 4033324
POSITVO | -053599 046685) 053509 -053509) -053609) 033377 -053509| -0536509) 063609) 053509 053509 053509 053509) 053509 -053509) 063509) 053509 053599
POSITVG | -041711 031856| -0,24057| 001767 0BR3AS| 056148 -00R190| 041540) 037609| -050958| -0F9902) -0F7434) -06RB53| -069902) 057637 -053567| -063253 -0 /3902
POSITVO | 051332 1,07672| 008660 035304 000613 00B8329) 064865 -064865) 059219) 0F4885) 064805 064885 0F4885) 064865 -064805) DB4085) 054865 -0 54885
POSITVG | -0,33767 056335| -021211] -033767) -033767| -0,18167) -0.30461| 033767 -026253| -033767| -0337R7| 033767 -033767| -0,33767| -033767) -033767| -033767 -0,33767
POSITVO | -0,25048 003120) -0168358] 017640 003944) 029541) 000766| -0,10408) 009669) 026747 -034394) 0351681 032682) -032367| -026563) -024724) 032869 -0,39283
POSITVG | -0,36348 -036593) -038348| -038348| -0,22630| 001738) -038348| -026676) -009693) -038345) -036348| -0,35348| -035348) -038348| -036348| -0.35348) -035348 -0,38348
POSITVO | -0,268952 004424 020562 0,14113) 015791 028182 -023153| 011827 -0,12020| -036043) 040714) 040765) 039609 -036266) 0.33007) 032792 -034285 -0.34458
POSITVG | -0.40021 0,07564| -027583| 020565 018771 049044) -027913| -0,13545) 0,04092| -035870| -047583) 050484 -046471| -0.44894) -041341) 039525 -0,34854 050319
POSITVO | 026221 227782 014298 0,17462) 099354 144431 000272 0F6859) 039441 -035251) 0.33640) 0289789 031670 031613 028069) 022973 022139 -0,30665
POSITVG | -0,36064 0083597 -0,10556) 102292) 034283 207838) 080130 001161 0,12036) 093318] 0,12257| -0,34390| -029044) -026168| -028961| -0376R2| -0359063 -0,37689
POSITVO | 051451 029738] -033047| 035286) 0,17452) 0QB1586| -025342) 021760) 000643 046505 051457) 051451 -051451] 051451 051457 -051451] 051451 051451
POSITVG | -0,40333 017175) -044096| -021074] 033634| 053453) -043195| -0,37709) -0.21863) -0F5595| -0B5595| -0F5595) -0FS595) -065595| -0F0730] -056334) 061268 056313
POSITVO | -041475] -009968| 0,16714) 036851| -021433] 0,24904) 010549) 034463 -0,13048) 000466) 021072 -034221) -033419) 036746) 0368323 -042749) 033142) 029938) 032357 -036531| 046132 -042619] 0436844
POSITVG | -0568765| -0.49341| -050418) -036174| -0,15742| -0436R4| -025494) -008378| -030212] -044651) -018165) -008495| -050095 -0F4760) -063270| -0F1952] -053662| -0,12868) -050785| -0F1490] -0F5434) -065434| 05434

Ricardo Oliveira da Silva

195



Tese de doutorado

NEGATIVD | 232086| 254142) 286276| -054631| 0H4631) 434375 0064820 1,14497) 001964) 014291 093006 076091 OFEYES) 143578 047781 055999) 013490 023863 054631 287733) 108371 072045 040117
NEGATNO | 0F5437| OF08S7) 057241| -0F0701| -001494) 374887 046917 123083 149988) 116478 202543 211994| 172373) 185443 167446 139988) 0OF3626| 062255 048531 043581) 104893 138793 1,00554
NEGATIVD | 039570 017443] 052678 407372) 136949 163799 0BG191) 100937 356093 100146 1.36966) 1.89898| 090571 057996 059807 062609 050169 O071094) 1965020 2 3606Q[ 120537
NEGATINO | -040252 132962| 15RA0OS| 528976 109977 187390) 122067 156001| 157504) 221468) 174212) 188178 1,18834) 146508| 0F2292) 037437| 0,155686) 046080| 0F9953| 095785 048041
NEGATIVD | 052018 021488 050284 530347) 101245| 220220) 095941) 137241) 200138| 204685 181383) 206443) 123222 123700) 052747 041948 016267 0220686) 122464 144440 096509
NEGATINVO | 041763 011847 039722 537435 077631 149153 100241 141798) 1587741 205619 1B0456) 194068| 0582470| 072533 037901 042192| 023427 004874) 042868 112371 080374
NEGATIVD | 085627 047760 047808 546619) 126450 217099 096360) 121393) 176627 209472 153042) 244438 124823 100126) 058836) 043833| 0168890 0,19231) 042918) 179114 081095
NEGATIVO | 1,19560 053743] 0F3733| 4B3334) 107218] 221810 087233) 1,18972] 150705 183026 155994) 262948 135406 081950| 0,18484) 009663 -007372) 216522) 06F2558| 477437 081363
NEGATINVD | 080101 1.24910) 125240) 475160 167706 322431) 132811] 139724 208198 167706) 150917 213795 134457) 101537 054132) 0B2601) 022609) 069934 170011 168365) 063350
NEGATNO | -0.3R841 053110 102855 437420) 141422| 250003 1,02401) 127663] 156541 185813] 179602 233601 132853 1p7777| 052101 047604| -0,05723) 031385 160617 210833 090520
NEGATIVD | -0,52490 028102) 006038 543754 126330 214188) 074837 107802 142131) 161827 144237 170270) 096967) 093633) 036462) 006039| 0,16932) 004508 141675 D80072) 039544
NEGATIVO | 053125 002213) 004717 574102) 077028| 177686) 071507 083771 152243 153571 136217 2.19121| 082086 088783] 008501 0,16325| -009254) -0,14257| 059368 203131) 08RE79
NEGATIVD | -0,50233 047709 103694) 510036) 1,13243| 153583 052173) 118867 161547 170293 147569) 167601 108175 214223) 054802) 041605 025675 030076) 094267 249286 111035
NEGATINO | -0,32667 224803 236825| 5383682) 196463 157855| 10R073| 13R76B| 187179 220365| 130095 1667I6| 080468 123227 OF2905| 074665 051552 O70218) 127568 306791 094739
NEGATIVO | -0,37363 037363) 037363] 302822 037363 032065 026664 -037363) 020624) 000376) 000220) 066586 017106) B53656) 036711 019502 019026 031763| 055113 1.13771) 024936
NEGATINWO | 051962 047102) OF7414] 513790) 141480 230804 109773) 1,11258) 154738 166004| 142023) 167242) 057388 177151 053543) 052056 027781 O41652) 123148) 309924 099122
NEGATIVD | -0.43469 046642 153082 47B8020) 104691 163326| O0/B560) 131638) 166675 160683 165560) 219713| 086968 054678 023623) 012951 009579 006315 086060 074736 049878
NEGATINO | -050427 030813] 006870 471316) 1,19428| 235472) 085858) 1,10835) 170764| 159697 127465 226030 089507 136819 034896) 040118| O026R5| 002026) 061550 313876 084395
NEGATIVD | 057344 050857 057501 50B8330) 113802 190266 101034) 125263) 177660| 185932 170237) 241474) 134116] 120066 O75818) 054575 021215 022149) 124654) 217071 1,08204
NEGATIO | -0,21083 1,14276| 124835) 4B3853| 160SAT| 291588) 127951 144144 186585 20R454) 191492 279211 1BE620) 157128] 0FR424) 076797 035795 076696 144536| 1.84925) 099146
NEGATIVD | 021984 047443) 004263) 493304 0F7123] 114764) 037252 066506 182013) 159921 110167 160836 O086762) 101530] 034850 039501 0355094) 027528| 1,13459| 232642) 096114
NEGATINO | -0,26703 053134] 0OF5709| 548266) 089961 08RE23| 035433 OF722F) 205550 080208 O041672) 127783 022232 -0056R2| -007248) 009638 -0,03028| 034008 092138 188577 082726
NEGATIVO | 0,19068 036612) 023281 596689) 081241 135780 055630) 08B8999) 153575 131089 O8G8364) 156099 056329 057705 016107) 028437 0711121 009261) 0376220 172260 0562203
NEGATINO | -0,28952 081511] 159858 4868561) 128272) 154816 086003 1,19710) 172076 145408 1.27214) 185111] 081657 086175 041343) 072170] 027815 038579 104161) 21582 170021
NEGATINO | -0,08086 064942 133657 5,16067) 104634) 146776 074120 133637 185408 176348 156915) 194006 170223 102692 041743) 026663 -001713] 020017) OBE962) 095007) 045567
NEGATINO | 057328 055474) 046747 450063) 131211 187312 126224) 159061 312605 217856| 181675 264918) 161755| 208817 092051 070746 016826 0.28358) 159261 2K4919) 102537
NEGATIVD | -0,54509 002102) 00763 534798) 145248) 200366 O77346| 126892) 3,16826| 205604) 1,71053) 224814) 108579 099554 O41767) 034238) 024001 020757| 1,10088) 137554 092201
NEGATINO | 052238 0654733 085224 541563) 124860| 174805 089515 115941 170719 174225| 154320) 202998 109524 105070| O051767) 039068 026772) 037628 080194 110445 0R3617
NEGATIVD | 044670 004450) 094302) 502638 0094064) 201895 076042 170845 163535) 145667 144673 190011 095282) 0B9213] 021359 0,18968| 0034680) 005440 084166 D85454) 034157
NEGATINO | -0,30032 024770) 024278 489405 083784| 150972) 037063| 072082 1.40471) 1,10296) 083734 136129 0OF7843) 1,12628) 005401 036037| -000506) 016531 276545 146031 128946
NEGATIVD | 184673 040743) 046718 417614) 0B6852| 150966) 038967 03608 152685) 149993) 096979 216430 095674) 140026) 001506 024249) 029885 030081 036572 213945) 092356
NEGATIVO | 1,174593 065873 105631 &18007) 110571 200205 070922 094396 157825 138993 1.24363) 174213] 072103 087512 025838) 029517 026253) 1,15490) 193848| 301535 0RS570
POSITVG | -0,48944| -047907| 045425 026415 052541 540912| 102443) 169478 1,11438| 1,12781) 156263) 174015 145752 217998| 1,18607| 105531 0B0142| 040391) 020865 026184 0,73086) 247250 053243
POSITVO | -032941) -026560) -018415) 012809 133340 4F5602) 101949) 1544509 1206882 1,736095) 208166 200997 189138 213837 117279 067927 027433) 018872) 021465 -0,18608| 054962) 096733 048198
POSITVG | 047441] 050251 0535689) 018117 033771 380585| OF0125) 1,11312] 057811 082522) 116782] 133894| 130852 204761) 130533 111822 077172 137724] 051221 053178] 073567 149765 129208
POSITVO 1.21452) 139706) 158515 082613 070201) 610012) 130360 295815 1,13664) 133703 1762000 167429) 137240) 2309078 126104 109103) 056176) 043811) 016338 053943) 048999 105061 1,03489
POSITVO 061018 -045644) 509996 044843) 1,19544) 044246) 095762| 171841 256022) 169258 275060) 134867 046716| 009896) -009554) 040581 -0.26061) 016790 1.02852) 029757
POSITVG 002445 039507 531539) 043878| 077570 031985 O0B4075) 2,13321| 175887 120760) 152566 09G4 059030 0,13008) 018017 035737| 0,14829) 083306 151801 OBO7ED
POSITVO 024872) 025660 420163 0B5614] 1213561) 032643| 080710 1,30830) 125073) 108562 260064) 1,18137) O76005| 026460 086704 031837) 008365 092124] 253020) 142513
POSITVG 032737 044441 488213) 1,11391| 2067E8| 1.20121) 133845) 204519 179295| 1p4125) 226344 133819 251143 038968) 031428 -003153] 001478) 094660 171331 078764
POSITVO 082956 117188 47B8635) 176132) 239013 111421 131649) 269217 190685 1,70000) 220249) 116730 1,74350) 0B4833) 069410] Q44697 050426) 149864) 213751 094031
POSITVG 0589749 141979 504580) 1509927 206000 10R822| 133931 162448 155048 143776 230097 126197 108800 05r373) 059865 029583 037063) 099832 154392 056255
POSITVO 042708) 043676) 506963 0L9637| 122631) 077413| 0BOESS| 129634) 134473) 091494 233395 153638) 103126) 011936] 001716 022646 007091 035627| 1.08529) 014373
POSITVG 0,00750| -0,04233| &5F1388) 083501 1,15868| OBE7O7| 092030) 137576 146859| 1,15206) 184185) 083674] 072826 039341) 034351 0O07788| 000472) 031390 1053885 OFEG33
POSITVO 027859 027477 545835) 096860 192845 072168 095711) 203764 153737 1,17900) 208865 104069 077808 022766) 009960 -005808) 039845 071878 170149/ 0567593
POSITVG 029549 074822 439821 127024| 210867 107850) 141803) 187781 189306 182068) 234821| 147218| 183397 089414] 0F8922| 040910) 059446) 139371 219583| 090762
POSITVO 069838 122371 45B8060) 149490 151464 1,18670) 177433) 280372 203512 192466) 254712) 135600) 1,15440) 054871) 051322 030016) O70080) 117613| 103330 078932
POSITVG 042616 039913] 343323 1.38325| 253397 087054| 131085| 301470) 2168225) 174831 2.16254) 134911) 144653] 071180 0OFG178| 035537) 082286 2F2776| 2090344) 103530
POSITVO 020976 074855 387915 236309 195419 150084) 156795) 239517 181971 211213) 384005 145636| 050148 024503) 030914) 001299 027787) 180876) 0B5316| 0561712
POSITVG 118530 20m004] 4,13765| 204885| 2,18083) 127775 161655 211083 191161) 202208| 242954) 130666 08R317| 041160 045796 0,17593) 036770 082957| 0A7723) 0G5952
POSITVO 102621) 142419) 421827 171642) 220096) 149358 197939 286024) 242102) 218209| 233706| 151167) 166354] 096756) 061075 026810) 044927 139838 216006) 142097
POSITVG 047128) 117326 474432) 1,16452| 178310 081503) 12866E| 2,19741| 154266 130468) 178958 082592 077573 041581) 046038 023276 032815 126796 1.47194] 084352
POSITVO 1,04240) 150424) 456195 164042 224507) 138018 155127 1080426 197521) 1.84116| 261923) 151125) 147998) 099967 087005 057442) 081023| 169777 281556) 128120
POSITVG 020847 OFORS3| 390496) 153786 164166 080957| 144093) 370B57| 183411 170926 254745) 1723023) 052434 031802) 042843| 0O00473) 0.22396) 136566 1R1150( 085082
POSITVO 156892) 199494) 467400 230408 3,18692) 177312) 192678 201306 204993) 196835| 251569 1,78027) 195511 087891 0B90B5| O0B3600) 072159 1,79756| 1.32608) 092737
POSITVG 033767) 023881 573847 086R38| 173803) 020618 058088 1538R4) 257991 183253) 224851 09R052) 081173| 027F032] 00RI06| -033200) -032352| 030238 058724) 030051
POSITVO 000365) 055897 596293 075198) 112473) 040569 0086548 156350) 137520) 096601 156684 077904) 080530) 027820) 021337 007082) 011037 051844| 1.17697) 092623
POSITVG 0,04643] 0OF5056| GOS736) 085308 109754 042966 072001 155268 120875 O80682) 126978| 059250 0816R3| 0,14463] 023863 003071 0.23308) 071917 153420 0R72E7
POSITVO 012479 046150 281593) 052305| 0B6E36| 0,34530) 051970) 095920 087327 099312) 175642 063945 034784) 000441) 000401 054910) 960316) 090466) 089511 031046
POSITVG 036803| 073865 &580317) 113918 170891 080972 1,16330) 2,11007| 162323 139352 217305| 1,10210| 081557 043962 036266 0,11114] 00837 0OF3926) 190766 108991
POSITVO 035936 036437 4238071 144026| 382073 O70269) 092893) 239416 132323) 120067) 249685 109809 050597) 017045) 0339465 000709 0,14752) 114872 104489 068450
POSITVG 009166 0,11323] 22A829) 0,16304| 036394 108077 085047) 081773] 1,19830] 1,10493) 323564| 183565| 0F9803| 0,16998) 0,16423| -020701) -0,13361) 049634 0FOR73| 005502
POSITVO 059074 0B3252) 536915) 110056 246324 086051 1,17968) 172632 155075 126155) 216208 1,19921) 222988 040333) 043404) 010605| 075109 0B0649) 131491 060051
POSITVG 14BEB0| 197958) 472640 070133 109737) 026427] 070110 1,14921| 155478) 182835 301162 171495 144377| 109863| 083161 101693) 4,19833| 0F7594| 1,04076) 057783
POSITVO | 036763 039783 032603) 012391 061990 549189) 0F4574) 152119 0536530 O083277) 133674] 119603 089926 152168) 070085 096921 0,16823) 008675 004945 006074 031800) 1.44419] 064027
POSITVG | -0/55434] -0F5434| -OF5434) 046271 085130 431962 10R513) 128244 139266 207146 240545) 209418| 2368586 288322) 262313| 250791 236019 057540) 038730 021221 14R074) 108054| 040863

Ricardo Oliveira da Silva
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Tese de doutorado

NEGATIVO | -0,11070| 001043) 791927| 003091 048236) 054631 043438 035913 047144) 003898 044346 047055) 0357514 022691 -0,15973] 0260964) 002864) 013578 002196 003242) 009614) 027904] 048726
NEGATINWO | 104731| 05R938) 732473| 203196 1,17333) 1.11651] 057076 082044 083025 128578 103253 057462 095568) 075408 055978| 032764) 02RE9S| 005622) 001174] -0,15348) - -0,14803| 008925
NEGATNWO | OF7074| 092841) 744523 147462) 0BES06) OB6357| 044446) 043038 037916) 064734) 032678 002665) 032856) 0,12347) -003903| -0,16269) -0,02228| -0,14856) 0,07050) 020790 004196 017880
NEGATNO | 077554| OFB4774) 656B93| -0,13558) -0402682) 039332 -032437| -020791| -008073) 027048| 001842 -003897) 013686 0,11756| 009810| -0,10586) 026333 000852 020380 007434 0.25700) 043260
NEGATNWO | 049905 076428) B836118| 046305 0,13371) 009392 -009014) 002672 002951) 040622 009174) 0,19244) 023003) 021488 020162 005763) 0,11826| 007658 0,11447) 013152 018457 061083
NEGATNO | 047033 027208) 9,10893| 030433] -026915) -0,19483| -008545| -0,14246| -00K791) 037308| -0,11957| -022580) 000213] 007402) 0,14218| 003231) 0,14774| 008563 0,17883) 012187 032144 083356
NEGATNWO | DB4365| 015746) 802071 099522 006577) 001151 -008694) 002030 00B251) 078453| 059894) 0,13739) 0B2673) 041018) 022166 004211) 036357 008120) 036780) 007964 0.19602) 078363
NEGATNO | 023185 010257 £33752| -006197| -032064) -0,19125) -035579| -031466| -024414] 049042| 040815 -042044) 042578) 00R144) -006785| 0,17897) 0,17897| -0,13249] 045516) -0,12073 002618) 031412
NEGATNWO | 070921 050511) 720105 -009404) 032118) -0,18950] -0,19260) 007099 009367) 075530 087052) O0S081) O87052) 044256 0,11994] 0,16286) 037343| 003764 0,29442) 005453 021870) 075201
NEGATNO | OF2596| 059008) 747864 017676| -028575) -02R458| -027370| -0,14073| -003761) 080852 0593308 -0,18473) 1,18934] 0BFRE31| 0,12862| -003579) 026188 005767 0,27694) 016345 009437 0854467
NEGATNO | 020001 035292) 8679065 170371 O,11667) 001892 -016042) 007826 007586) 0511683| 036579 009692) 050360 040889 023510 000722) 019079 0,14073] 024505 026120 019043 048439
NEGATNO | 034511| -0,17938] &75704| -0,10675| -050978) -034157| -037671| -0,36347| 028467 0,16858| -0,13577| -050978) 005197 -001893] -0,13459| -0,14068) 0,01324| -005821] 0,22966) -007558 001225 035781
NEGATIWO | DB0116| 094565) 845436 -004288) 0,16346) 007851 -014721) -006366) 003111) 057153] 053166 001453 O0F7513) 040397 019822) 003620 019560) 004489 0,19944) 0,11437 024849 049741
NEGATNO | 083955 081233) 720985 -006546| 024215 -006140| -009357| -002471| -007880) 028651 026480 -000976) 017637 00RS71| 000430] -0,12542) 0,13010| 003846 0.21694) -0,15745 012512) 033438
NEGATNWO | O37777| 033678) BB3081| 059101 002105) 040552 084432 -027386| 037363) 001210 037363 0.37363) 037363) 037363 037363 0B9937) 006361| -003924) 0.34088) 016762 021604) 069755
NEGATNO | 056515| 075588) 600640 040166 004391 020348 -002440| 00R477| O03753) 043138| 035212 -009624) 048093) 034463 023322 0,11679) 021340| 0O0F716| 0,16386) 0,10936 0,30010) 064937
NEGATINWO | D57893| 073672) 917445 004255 031894) 024448 -022466| -0,13038) 0,17080) 046621| 006282 011675 033812) 019081 002647 000069 026764| 026697 042042) 003948 027541) 049919
NEGATNWO | 048312 0285667 793653| 058803 -005133) 003897 -0,11491| -006958| -0,10860) 064387 059595 -005444) 0F2591) 041561 030062 0,20828| 079936) 041634| 056762 0,19331 054584) 078709
NEGATNWO | 052216 029377 801724] 091531 021541) 015617 008920 012056 0,10904) 037039 010300 005868) 010519) Q08701 013003 001245 051899 020319 076712 032464 032125) 073214
NEGATNO | 051910 0F5361) 677266 018442 -0268212) -0,18478| -023844) -0367R0| 003853) 048123| 048963 -0,17526) 055212] 035568 015625 0,10028) 042937 017379 050231) 017060 0.45525) 098195
NEGATINWO | DB3375| 043559) G85445| 1638600 040730) 034730) 026043 023856 027813) 068698 034031 003447) 0347689) 024874 0,16224) 001632) 002357| -007085| 002607) 013904 0.01405) 038562
NEGATNO | 05R153| 033788) 960426 0,13952) -027769) -0,14887| -023502| -0,15114] -007117) 022116| -0,18430] -0,29589) -0,13956) -009261| -0,11304| -0,13731) 006101 003147 044557) -00R344 011173] 056515
NEGATNO | 038371| 0,18045) 908390 000988 027971) 013722 -0,19461) 009408 007600) 092252 1,15048) 0,19222) 121647 062165 005389 002486 0,11026| 001706 0,22986) 007163 014260 045810
NEGATNWO | 056272 076248) 876010 0,13083] -0,18038) -00R7E2| -0,11718| -0,09560| -007862) 0,17697| -0,16810] -024163) -000745) 008354) 034006| 000073) 0,00213] 007786 037145) 001145 028695) 061335
NEGATIWO | D47744| O44567) 906949 0,19505) 024957) 021715 -023931) 0106812 0065439) 036755 0,745644) 0,15407) 022839 010916) 006249) 0,10302) 019721 002660 0,16368) 008602 020564 066550
NEGATNO | OpB0461| 0,19320) 653576 077603 -000316) -000627| -009566| -0,02808| -007173) 072304| 050408 -0,16523) 090381) 0F2F42) 03643 0,11840) 026865 0,14333] 044565 0F9163 027735) 0975850
NEGATNWO | 032140| 017846) 789002 150845) 009967 000747 -012807) -0,15647| -0,16958) 024343 004107 026005) 003666 006369 000565 012766) 012993 -001323) 0,16367) 000080 0.14986) 048274
NEGATNO | 04B9RE| OFO70B) £59452| 048450 -000076) 008084 -004143) 00RS72| O0RKO0O3) 06FR71S| 0F5136) -004789) 072318) 046220) 014515 0,10304) 033536 016826 035314) 0,16497 0.28091) 065459
NEGATNWO | 0,14640| 001408) 947742 049908) 0,11204) 018058] -023366| -016677| 007297) 024037 -017887| 026207) 0026686) 001995 002687 0,10391) 0,03554| -005370) 002602) 006713 005356) 070595
NEGATINO | 030148| 030440) 936046| -0,03808] -0338597) -0,18563] -0,23762| -0,21445) -001380) 020390 -030280| -020771| 000993) 003097 021111] -0,10945| 033387 0,11443| 032440 021081 022524 043092
NEGATNWO | 0,13655| 019029) 676970 033150 037369) 026669 046519 042713 051728) 047389 073727 065108) O079612) 041275 006670 007098) 032742 005155 0,32251) 022892 008638) 031175
NEGATINWO | 022486 088599) 762044| -0092R4] -037883) 037056 -036935| -0,26948) -028779) 020592 -002236| -037742| 0,11338) 008266 -009405| -0.20034| 001433) -0,04313| 016840 009701 008216) 038076
POSITVO | 087380| 041366 B55870) 043672 -007918| 001108| -014724) -0,11274| -0,12999] 0474584) 028078 -021212] 037222 024709) 0,14408| -002205| 017952 004658 0,13227| 0,12558| 0.22865) 015790| 049047
POSITVO | 059115 075208 B,7B205) 0660065 -008013] 000192) 016730) -0,181683| 002354) 078329) 067148 0099400 081778 047302) 0,10194] 006363 0,18440) 007796) 016444 005384) 0,120959) 024439 073696
POSITVG | 087398 085407 75R995) 151253| 0FR304| 044110) 031018) 027794 024966 073004) 0F3453) 0,19415] 053878 034247) 022701 039325) 056477| 1,13988) 233835 080854 040231) 024791| 048084
POSITVO | 036285 012638 7FOB232) 0B006S| 002145) 008118 005420) 000614] 002004 042210) 003989 016451 004002) 000982) Q06748 -004407) 050004) 0156772) 037394 019121 0,20399) 018201 076052
POSITVO | 005069| 0168713 902699 041684) -0,32574) -039191| -044254) -031278] -039325) 037372 0,10554| 042268) 022419 0,13086) -006271) -011417| 0,17809) 001756 0.27133) 008391] 011408 007333) 066402
POSITVG | 036247 035081 953090) -0,12124] -035272] -004220) 030208 -0268715| -036565| OB0232) 083263 -032722) 089383 045763) 0,12662| -0,18844] -0,15002| -0,17424) -0,09647| -0,11778] 005013 -007444] 041109
POSITVO | 067290 D11129] 782912) 163915 062349 046651 O037612) 034975 0260975 105240) 120892) 019061 101697 O076572) OBET15| 0,19928) 051354) 045372) 107364) 006064) 0,15762) 023976| 058770
POSITVG | 030578 004838 783038) 026357| -023555| -005853| -0,17446) -0,17906| -00880%| 077933 093597| -0,18795| 109767 OR3876) 031243] O0R1E7| 044126 0,16541) 039133| 0,11543] 0419682) 038933 078855
POSITVO | 0B2545) 042600 7EBE95T) 052068 026026) 020991 009092) 011106| -000244) 040395 025710) 000031 016245 0,14309) 0,18245| 006360 044056 020625) 039480 016872 0,25018) 030235| 074993
POSITVG | 0FA0343| 059135 B13712) 079993 017777 008770| O0R113] 011675 0,11383] 055778) 041711] -005683| 047333 027726 013780 0015874 048287 030058) 06FRI0S| 008862 0.24044) 039206| 0F3192
POSITVO | 031148] 019500 B75047) 070270| -003021) 001752) 0043563) 006722 -O07716| 0,79332) 065253 020941 073293 045640) 0,10762) 000453 0,19040) O00B162) 020693 024856 232426) 030408| 070339
POSITVG | 040744 00090 902283) 122531| 025675 0.20178| 003782) 0,04160| -0,01043] 071248) 0BE355) -00R111] OF7R44| 047994) 026590 009217 033563| 020200) 045980| 013393 0.23134) 049614| 0F3336
POSITVO | 034548 0,16574] B.26432) 0,15150| -031400) 026167 032173) 020158 020144 032730) 005048 -040106| 0,13475) 004188) 003776| -0168422) 039678 004986) 035345 -0,10058) 008447) 021327 054023
POSITVG | 078356 132836 7B2862) 1,06431| 030013] 020205| 002508 -0,06297| -004684) 055775 05121 004854 054630 025217) 003522 -0,12750] 0,13233| 009312] 031956 020505 0.32448) 034732 070895
POSITVO | 084179 0B2607| 784354) 009576 -0,12608| 002002 002537 012389 0,19458) 082717) 081335) 006475 080465 045056) 015846 -000M38] 036837 022032) 030079 004554) 0,14465) 020674 060905
POSITVG | 083837 080144| 744763) 148921 043821 020842 002828) 004878 0O079R8| 083826 094755 -005325| 087551 056846) 0,14601| -00R238| -005718| -0,15636) -0,09283| -0,21140] -0,10505) -010810| 036812
POSITVO | 035818 082674| 621850) -0,14278| -033043) 034763| 0278682) 011776 008805 O002767) 016311 -021471) 003488 0016171) 002862 008492 042799 053119) 059667 182607 2,16630) 019343| 041079
POSITVG | 080327| 149051 EE9313) 034155 -008762| -009966| 009256 -0,05558| 014850 047410) 024780) 001655 040718| 020718) 004676 005093 074624 049103) 050275 0,12452) 022618) 037776 055744
POSITVO | 072113] 050624 636574) 0,16921] -013615] 005192) 006020) 009101 026313] 1,20074) 070836 -008954) 050288 033586) 0,131684] 006158 012372 023066) 062257 048181 026224) 031429] 082827
POSITVG | 0B4980| OFB482| BS7786) 04R235| -001138] 005141) 003708 -0,00357| 004457 OFRI18) 059621| -007378) 0F5535| 039563) 026623| 003953 040985 0,1R400] 030566 010822 0,23696) 022179 0F3ET1
POSITVO | 090348 072027 716426) 069945 027945 022324) 013688) 011738 020520) 080643 096018 -000143) 087398 038164) 001332 076924 003741) 00B009) 014966 -0,10631] -0,01848) -004519] 035909
POSITVG | 054540| 035501 7.31090) 099518 011365 001651| 008277 -0,15280| 0O079R1| 1.28667) 130468 016233 122197 0OF3807) 0,16364| -005414] 059186 038690) 072200 019124 030522) 033587 0R2112
POSITVO | 070242 049400 &572154) 018483 001223) 004640) 005834) 0,11255| 024337 0B2007) 049342) 007838 056933 035231) 027030 010749 027710 020031) 035841 019116] 031745) 032991 0B5710
POSITVG | 041837| -0.25486| BR4446) 057372 -033767| -0337R7| 033767 -033767| 036212] 1433685 049521| -033767| 1F5352| 084043) -0,04558| -033767| -0,23393| 033767 -0,29283| -0,33298| -0,13962| -015109] 035854
POSITVO | 040569 008921 924293) 088105| 009108) 003294) 00B8698) -006504) -005294) O056074) 031716 012515 035149 026469) 023608 006777 023304 009738) 024819 005754) 0,15424) 016201 058838
POSITVG | 021441] 009853 940353) 0BR3A1| 001282) 001514) 008308 -0,11075| -0,10107] 044336 030325 -0,15235| 037271 0.23829) 023633 -001465| 025283 0O08743) 023033 001284 0.20801) 020536 040845
POSITVO | 031127 032629 454601) 056129 -000M16| D07562) 007531 008801 001559 O72670) Q87093 004321 092243 050182) 006588| 007652) 023753) 017009) 1085965 032669) 0,11493) 022524 045896
POSITVG | 047342) 010746 B37936) 045018| -0,11666| -004415) -0,13837| -0,10358| -0,05933| 057196) 040853 -020034) 050478| 032866) 0,19083| 0,03013] 0.24485) 008473) 040561 025308 034263) 017286 044531
POSITVO | 0378926) 000273 719229) 029172 -0268506) 020619 032011 032826 027368 022388) 022824) 032390 020816 003305) 018236 -0356876| OF7124) 019793) 0692465 -009046) 0,12043) 020247 052675
POSITVG | 000238 023779 959114 -0,18980| -03906%| -0390R3| 039088 -027728| -030223) 024483 0359270 -034618| 041975 0,115597| -0,11625| -020809] 00R178| -005026) 008764 167471 342601) -008406| 030457
POSITVO | 032133] 017270 B25761) 059322 -001212) 002662) 010791 -007824) 000696 0B4606) 077067 -0,13809) 080901 044523) 026v64) 002771 050658| 017478) 048975 005650 0,18962) 027929 051382
POSITVG | -004464] 010473 7,141583) 024963| -031577| -030722) 028085 -022690| -0,11322| 034266) 003162 -030808) 001610) 001191) 0,03534| -006132] 041910) 033918] 100763 032507 033445) 047176 097931
POSITVO | 044229 D40684| 920024) 024546| -0268837) 0220671) 023507 013626 009711 050850) 064493 007029 0704600 0368671 019534 -005474) 041267 016089) 188860 073031 0,20850) 026589 051317
POSITVG | 054754 053184 GBO4676) 026983| -026214] -0,17763| -023483) -0,15191| 0O07510] 073596 045410 -0,10043] 0F3611| 042507) 023238) 00RS28| 026611 043453) 0F2046| 056793 057574) 035640| 051485

Ricardo Oliveira da Silva
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Tese de doutorado

NEGATNWO | 0,11719] 000608) 142870| -016779] 022199) 026741 021872 -0,15002) 021708) -022817| -024406) 020762) 022260 Q06355 004501 042449) 062919] -0,13400) 043167) 049274 -0.23258
NEGATIVO | -006477| -0,242723) - 038672) -036160| -024171] -032778| -02R977) -031530| -0,31463] -0.24673) -015120 -023812| -0,16150| -0,14184) -0,03527| -001486] -0,12131) -0,18060] -0,30535 -0,31600
NEGATIWD | 006470) 001584 -0,13834) -018843] -0,18961] -0,13397| 016336) -022501| 023775 026086) 025932 020318 -0,16140) 016243) 002519 012671 004144) 028481 037826 027494
NEGATNO | 0,14636) 002373 -0,18945) -0,10524] -0,11934] -0.21834| 012241 -026418| -027717| -0,14662) 020485 -023856| -0,03445) 009758 -0,03844| -0,14815| 028861 -035563] -0,35830 -0,283581
NEGATINWO | 0,26034) 001027 00B8445) 004656 000299 040433 002672) 012045 -00G256) 000459 006900 010150 001974) 000488) 019972 0,74478) -0,17349) 023960 029853 016781
NEGATNO | 031422) 012814 -005343) -0,01248| -000941] -00R168| -005363) -0,06306| -000771] 000721 003891 -003778| 011423 0,14686) 048214| 027235 001275 020647 -0,25646 -0.01346
NEGATNWOD | 040301) 018962 002411] 002698 004318) 004666 000147 -010677) 014851 012245 -003566| -0,12998) 006273) 003374 015938 017271) 004552 -0,11545) 021264 01109
NEGATINO | 0,02618) -0,00303 -0.26589) -026585| -029703| -031466| 033229 -042044| -029703] -027362) 031466 -023233| 000257| -024414) -0,04434| 010845 -0,10893) -043808] -0.44394 -0.436806| -0,26177
NEGATIWD | 046561 027138 0,12366) 009733 003149 0,10348) 012366) -0,09404| 014342 025205) 018621) -016202) 025162 O006B069) 0,18578| 006702 -0,17304) 036702 046249 -0.33106| 037386
NEGATINO | 0,23140) 007476 -0,12084) -0,13563| -0,13709] 0,17396| -012462) -022130| -0,25282) -0.20392) -0,11508] -0,12252| 008120) -009127) 001423 -005595| -023763) -033254] -043174 -0,25422
NEGATIWO | 0,20203) 009379 002731 001462) 002832) 001590 001803) 006513 -009404) 003867) 001021) -0,14349) O07EE9| 00B871) Q46746| 027200 000997) 009026 021028 003952
NEGATINO | 0,02885) -004065 026208) -027905| -027563| -0,26906| -022653) -0,15190| -0,14796] -0,11226) 008012 -0,19030| 010255 009745 0,19330| 005171] -0,181686) -038358] -0.40395 002635
NEGATVD | 021117) 004121 006510) 001447 004326 000893 011611 007274) 007957 001362) 001803 010835 014156 0,12927) 028851 035981 O04667) 026719 036407 017057
NEGATINO | 0,04078) -003503 -009393) -0,19606| -0,15383| -0,12880| -0,16831) -020621| -0,20816] -0,18646) -0,15407| -021368| -0,11617| -0,17738) -0,06585| -0,02755| -0,13645) 027916 -032472 -0,28379| -0,18984
NEGATIWD | 0,24743) 028808 036263 026441 024409) 003888 021109 011061 000811) -0,10500| -0,10919] 005067) 014862) 024763 028190 0,12911) 001337 006755 000624 0.04500) 018011
NEGATNO | 0,19111) 001771 O08137) 008898 -009624] -0,10367| -005165) -0,14578| -0,14826] 005165 004317 -0,15569| 005734| 005165 0,056952| 004000 -0,17303) -026477| -0,28945 017551| 011356
NEGATIWO | 0,13895) 014168 009758) 006665 -006504) 008916 013026) 017718| -0,13200) 007762) 005511) 012479 005422 004123) 048015 022457 008974) 024731 036246 -0.25179] 009274
NEGATNO | 03583 027377 002186) -0,09642| -00RE28| -0,01062| -005884) -0,07957| -003114] -007217) 008300 -0,12692| 003831 00K332) 027446 048885 -008521) -02R330| -0,29825 -0,22537| 008532
NEGATIWD | 037111) 023413 007647 -000M94] 003902) -003138) 000043 004072 005922) Q06056 -003402) O07217) 007236) -000426| 0,14531) 0,16095) 006065 -020240) 027518 019275 001521
NEGATNO | 048291) 022173 008125 -0,00307| -009411) -003217| -004728] -0,15362| 022694 -0,17414| -0,13608| -0.21127) 005493 -0,11793] 012827 009095 -027134] -033402] -0.43215 -0,33551| 0,27731
NEGATINWOD | 0,12280) 008787 0,15975) 023096| -0,168889) -011172] 019328) 024796 -021811] -0,14223) Q06297 023442 009670) 012661) 000772 010472 -0,15835) 033036 037692 -0,33367| 0,20650
NEGATINO | 0,20453) 008311 010687 -0,11846| -0,11798| -0,14457| -0,12393) -0,17233| -0,16300] -0,19025) -0,18347| -0,15691| -006874| -0,12941) 000253 -007476| -0,18373) -027751] -026227 -0,26576) 009318
NEGATIWO | 008614) 000856 0,143658) -013193] -0,11400] 007475 013722) 017416| -0,19430) 0,115095) 011223 -0,17930] -004384) 010235) 006843 -005717| 024471) 028801 -026008 -0.23604| 019435
NEGATNO | 0,16430) 0,11294 -0,11384) -0,18407| -0,12149] -0,10256| -0,18602) -0,19303| -0,19764] -003755| -002348) -0,15170| 0,13103] -004723) 0,11962] -0,00720| -0,20001] -0.24511) -0258091 -0,23634| -0,14182
NEGATIWD | 0,22741) 006190 002635) -003674) -006831] -008518) 003988) -0,15166| -0,16107] -0,13303) -005968] -0,168009) 006506 004713) 0,14230| 022310) 007733) 025441 033619 -0.26853] 017342
NEGATNO | 0B3577| 024930 007476 009346| -001874) -004367| 000519 -008108| -0,12783) 0,06606| 003736 0025808 0,14645) 0,19008| 013710 039267) -007173| -020756| -0.24626 -0,236581| -0,13094
NEGATIWD | D27B95) 013376 000091] 007178 001410) 002728 008129 -0,14101) 0.14928) 004092 005895 0,11572) 012005) 001989 046580 O067472) 028365 -009346| 026708 -0.23327| 008264
NEGATNO | 027845 016705 000761 002142 -006333| -0,07043| -0040688) -0,11726| -0,1066%] -008840) -005563) -0084958| 002923 -O01466) 027934 024577 -007108) 020825 -0,25523 -0,24202| -0,13067
NEGATIVD | 028756 006743) 006770| 008122 010325 007805) -0,12220| -013817] 007903) 001955 -0,14406| -001453) 0,12882) 036659 024554 005337) 013002 -0,19697 -0.05089
NEGATINO | 000680 021637 -027690| -023255| -0.21603| -0,196841) -021781| -0,17627| -007974) 009627 -0,18330| 007471| -O001162) 0,08557| -006724] -024566) 034215 -0,39019 -0.10170
NEGATINVD | 005569 - 023465) 033932 -020614) 026713] 057472) 044932 -039106) 003464) 015137 -030302) 000533 002091) 048018 0,18150] -0,16345) 035626 -030526 025117
NEGATINO | -000331) -003674 0.26238) -026076| -026497| -0.25343| -024029) -033336| -0,37003] -033460) -030181] -034384] -0,15670| -0,18168) -0,02407| 0,13452| -0,16495) -03R090| -0.43055 -0,27501
POSITVG | 0,12471] 000714| 005208) -0,06105| 0,15983| 031503 003614 0,17652| -0,02861| -004792) -0,04599| -002174] -009136| 009389 0,12940| 0326400 0,13371) -006630| -0.23018| -0,28343 -0,11986
POSITVO | 023166| 008385 009445) 0068643 -007911] -010732) 012635) -0,11766| -0,15850] -0,12620) 013647 -009210] -0,10997) 000158) 010479) 033362) 025014) 00B8939) -026741| -033961 006478
POSITVG | 014565 0,03708| -002063) -023575| -031664| -030526) -028041) -027797| -0,29076| 0251685 -036012| -036317| -0389R6| -027013] -0,12033| 018338 190471) 033267| -0,12612] -0,22579 -0,11032
POSITVO | 030440 009116 0,19693) 002313 006371 007672) 014417 011927 -0.11318] 010362 -0,16641] -010222) 0,11556) 003585) 003427 002659 000133) -0,17590] -033518] 041398 019246
POSITVO | 022378 009402 031527] 001620 -0,01867| -006745| -004820) -0,13465| -0,17550) -0,17766| -0,16984| 009668) -0,16497| 006880) 002311 014104] 025260) 001673] -0,19186) -035157 -0,10490
POSITVG | 0,13518| -0,08482| -007295) -0,18498| -0,15821| -0,11742| -023361) -0,10649| -021030] -0.23573) -0,11141] -0,18079| -0,24952| 000406) -000742) 016457 004843) -0,15275) -026346| -032121 -0,12488
POSITVO | 011960 004681| 0,16088) -0,13433| 031077 033115) 036096 -031639] 037647 035534) 037260| 016464 021572) 015711 -0,16265| 013060 009087) 008268 -020809) 026279 012014
POSITVG | 024425| 012773 022464 -0,01011| -003853] -003%61) 003318 -0,05355| -0,09046| -00R0S4) 004535 007FR15| 0095872 0,12358] 0,17555| 031296 0,11234) -0,11816] -028330| -0.35466 -0,14164
POSITVO | 0269400 009367 0,13028) 000976 -006742) D00610) 003905 Q06735 007566 005644) 002806 002777 009122) 005065) 000061 009550 007994) 014797 -027428) 026709 -0.12600
POSITVG | 0,24590| 0,19607| 0,18923) -0,03352| -00RS46| -0090590) -0,10865) -0,09660| -0,17662| -0.20583) -0,14618| -0,14520| -0,19525) 008366 -0,07952| 020454 00RS29) -0,17320| -022727| -0.28074 -0,129593
POSITVO | 0,10780] 001550 002110) 004267 021213 -0,19817) 016168 -0,16676| -0,19882) 020478) -0,13544] 011706 023665) 007747 001964 014226) 005787) 022195 -0336549) 037004 -0.10627
POSITVG | 025444 016175 022402) 0,00444| -002123] -000821) 001667 -0,00533| -0,07322| -005269) -0,03784| -003370 -0,11077| 000210 -0,00190| 024804) 0.22421) 006872 -0,15260| -0,16305 003465
POSITVO | 008152) 000558 001949) 021512 022213 0,17426) 020171 -016204) 029402 021949) 006648 0711792 024322) 002313) 004744 016807 0,14781) 009718 -034826) 039278 -0.00943
POSITVG | 029215 0,13442| 0,17567| -0,02673| -004503| -0,04423) -005742) -0,04015| -0,10802| -009489) -008384| -007340) -0,16131) 008575) 0,10897| 030795 0993686) 022144 -021828| -0.34233 -0,23428| 0,153597
POSITVO | 020420) 004845 005648) -0,16028| -007580| -0,11425) 010676 -0,11190] -017562) 0,19515) -0,18943| 017470 0,18611) 0.12858) 006829 026106 0,17602) 021085 -037163] -0.44453 -0,29850] -0,20980
POSITVG | 007821] -0,12330 07023| -021601) -0,17922| -0,13723] -0,22926) -0,19973] -031432| -0,35729| -030853) -024564] -031461] -0,14950| -0,10808) 006843 010107 -005178) -0,16038] -0,22936 006179
POSITVO | 001455 006207 009587 -0,13809| -025849) 027413) 028820) 028508 032730 026318) 024129 019262 023973) 017718) 014121 003080 023191) 044927 049775 051807 -0,38828
POSITVG | 0,19884] 017410 009598 -0,12486| -0,11444] -0,14725) 018344 -021053| -027772| 0268819 -0,19726| -0,11262] -0,175824) -00K36E| -0,14855| -0,03866] -0,19230) -041444] -0.45454) 050220 -0,38475
POSITVO | 024456 DO77BY| 0,15928) 006209 -004639) 004742) 003068) 006769 -009386| 009738) 003948) 002913 007202 013011) 019475) 03077 008678 017774) 028364 -036641 -0 06572
POSITVG | 018395 002106 002445 -0,11693| -0,14867| -0,17563) -0,18657| -0,15019| -0,207584| -0,19680) -0,19700| -0,12223] 018312 002093] 002852 005555 -001186) -024287| -028426| -0.340R2 -0,25777| 012100
POSITVO | -008058] -0,15547| 017710) 034245 -032459) 033082| 031377 028493 -032967) 034966) 032002 027576 -020642) -0,14236) -0,14926) 003945 000807| -0,14499) -026888| -031951 -0.19021| 009582
POSITVG | 027236 046927 0F2095) 0,10284| 001922) 020337) 016216) 002976 -0,12701| -00S067) 009273 0,19817] -0,04343) -001933] -0,02003| 0,08425| 0246580) 000708 -0,25472) -0.31408 017471
POSITVO | 026657 011464 0203071 -0,02891| -003989) 002647) 004381 004338 -0,10386| -0,15268) -0,14003| -0,15899) 0,19285) 008207 003431 010601 008396) -0,168167] -034820) -0.36263 022618
POSITVG | -007248| -0,20729| -0,16255) -0,24918| -0,18202] -0,11772) 020180 -021463| -0,33767| 033767 -023248| -024852) -033767| 012570 -0,08425| 0,18376| 001180) -024455| -033767| -0.337R7 -0,22585
POSITVO | 026964 009768| 009522) 006245 009357 005756 O07616) 003907 -012043) 0,11029) -0,14345| -012003) 0,17227) 0029682) 001267 0221683 0,15188) 007921] -021221] 013677 00947
POSITVG | 0,12561| 009441 009355 -0,06872| -008748| -00R723) 001951 -0,04861| -0,09958| -0,11193) -0,00666| 000353) -0,12121) 003534] 002543 0,14130] 0,12512) -007507] -0,12747| -0,15342 000833
POSITVO | 013312] 022402 097880) 002432 006201 009633) -013656) 011797 -017739) 0,16530) -0,16246| -019770) 023102) 013828) 009207 005013] 048933) 012936 -0,18531] -0,24200 011726
POSITVG | 012524 003178| 008080) -0,09812] -0,14282| -0,13240| -0,15831) -0,13507| -0,18837| -0,16161) -007133] -0,02638| -0,17761| 009172 0,12105] 024357 00R403| -0,11501) -0,19856| -0,21801 -0,03520
POSITVO | 047095 039669| 0,16325) -0,10751| 004236 0,17648) 023862) -0,11433] -023679) 032048) 037903 -0268638) 020922 020247 012403] 001527 002664) 000823 -036860) 043796 -0,33034
POSITVG | -008R55| -0,15024| -0,16066) -0,14668| -0,28413] -0,27993) 028733 -0,28559| -0,32693| -030305) -023085| -022290| -025644) 008078 -0,05648| -0,07085| -007375) -032343] -033823| -0,35057 -0,210B65
POSITVO | 021695 0,10528] 0,16306) -003151| -0T1871] -0,11624) 014032) -0,14370] -0,19850) 022492) -0,16828| -0,12470) 020253) 000405) 000623| 0,10202) 007105) 012508 -024314) -0,30366 016700
POSITVG | 037086 0,22644| 0,19656) -0,01035| -0,04423] -002610) -002354) -000703| -0,01564| -002889) -0,08997| -0,10090] -0,14280) 0,13362] 0,17494]| 040411 047461) 008097| -008311] -0,20546 -0,00732
POSITVO | 011634 002083 004543) 011213] -0,145826) -0,15401) 013912) 012761| -016773] 0,15612) 012135 011852 017376 000345) 001174] 026367 054759) 008281) 026021 -026083) 030352) 020371 015114
POSITVG | 011854 006200 009290) -0,10006 -004524] 0025874 002297) 0,15324| 026404] 052433 026265| 0,23634] 051407 078045 0590014] 049571 014572 03k325) 0,04213] -0.48946| -043225) -029053| 004795

Ricardo Oliveira da Silva
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Ricardo Oliveira da Silva

NEGATIVO | -0.35812| 054354) -054631| -054631] 054631) 054631 054631 054631 054631) 054631 054631 -054631| 054631) -054631| -054631) 054631) 053622
NEGATINWO | -0.35834| 052726 -0,59855| -063R40| -0FE742) -0FEIES| -069175| -0B3175| -0F3175) 069175 -0F9175| -0FG306| -0FE672) -067838| -0F6310] -0FEI16E7| -0B3175
NEGATINVO | -0.34866| 049267 054245 056778 0L0619) 061124) Q61057 061293 0B3277) 064032 064869 0p6344) 0F9698) 071389 -072894) 074697) 076250
NEGATINO | -0.39854| -040262) -040252| -040282| -0400682) -040262) -040252) -040252) -040282) -040037| -040282) -040252| -0402682) -040252| -040282) -040062) -040262
NEGATIVD | -0.24927) 044257 -044630| -040608) 051640) 0531566 -051450| 052208 051267 -054481| -053155] 062776) 052966 054202 054102 052966) 054481
NEGATNWO | -007778| -037421) -040853| -041763] -041763) 041763 -041763] -041763] -041763) 041763 -041763] -041763| -041763) -041763| -041763] -0417R3) 041763
NEGATIVO | -0,18885| 040457 046206 -047008] 050373) 051431 053660 054802 054742) 056529 054856 057013| 057765) 058143 059619 OB0169) 060193
NEGATINWO | -040251| 057910 -059673| -0FG725| -0F2611) 059673 -0FR725| -0B02AT| -OFR725) -0BR725| -0B4862) -059085| -0F1436) -057910| -0F6725| -0FE725) -059673
NEGATIVO | -051212) 080101 059442 -060M01] 080101) -060101) -060101] -06E0M01| 080107 -060101| -059442) 0E0101) 060101 060101 -059113] 080101) 060101
NEGATINO | -043707| -0R3666) -067259| -0F7455| -072401) -074265) -072808| -074265) -072219) -074111| -074265) -074265| -074265) -074265| -0,73270] -074265) 074265
NEGATIVO | -0,13369| 033264) -037860| -041909] 044512) 046163) 047248 046708 040495 049412 049373 050454) 051236) 051345 -051905) 0562490) 052490
NEGATINO | -0,22357| -050448) -050978| -0,50978| -050978) 050978 -050878| -0,50978| -050878) -050978| -050878) -050978| 050978 -0,50978| -0,50978] -050978) -050978
NEGATIVO | -0,32354| 050233) 050233 -050233) 060233) 050233 050233 050233 050233) 050233 050233 -050233) 050233) 050233 -050233) 050233) 050074
NEGATINWO | -0.32810| -046048) -047614| -047597| -050426) -054465) -049963) -0,50408| -054768) -053611| -053914) -050924) -054310) -054910| -054857) -054910) -054310
NEGATIVO | 000766| 030924) 030307 -037202) 037363) 035311 037363 037363 037363) 037363 -037246) -0.35018) 035290) -037363| -037363] -0,37363) 036084
NEGATINO | -0.28698| -04R037) -049505| -0.49753] -051962) -051962] -051952] -051735) 051487 050248 -049753) -051962| -051239) -051952| -051962] -051962) -050498
NEGATIVO | -0,33584| 051465) 0531683 -053183] 0631683) 053163 053163 -053183| 053183) 053163 053163 -0531683| 053183) -0531683| -053163] 063163) 053094
NEGATINO | -0,29431| -051030) -052601| -0,56015| -057685) -0559056) -059053] -0,59517| -0F0427) -0559766| -059538) -059711| -0F0139) -060427| -06F0054] -0F0427) 060427
NEGATIVO | -0,19423) 043165) -047533| -0.48802) 0L0017) 052095 -052550) 054342 053980) 054936 -055155) 055351 057031 057344] -057344) 056410) 057344
NEGATINWO | -042954| -0F4016) -064520| -0FRI45| -OBE7ES) 072355 -072355| -072355) -072113) 072355 -072355) -072355| 072355 -072355| -072355) 072365 072355
NEGATIVO | -D24661| 047269) -051699) -052442) 054258) 054965 -054504) -054560) 056366) -054704] -054044) 054770) 056566) -057557| 057957 050614) 060854
NEGATINWO | -020215| -040261) -043966| -0.45664] -047892) -048360| -048860| -0.49546) -050990) -050566| -050127) -0497582| -050616) -0,50930| -0,50990) -050522) -050896
NEGATIWO | -030177| 043078) -043336| -043336| 043336) 043336) -043336| -043336| 043336) 043336 -043336) 043336| 043336) 043336| -043336] 0.43336) 043336
NEGATINO | -033671| -052590) -053077| -056404| -056404) -05R404] -056404] -056404) -056404) -056404| -056404) -056404) -056404) -056404| -056251] -056404) -056293
NEGATINVO | -0.31050] 051974) -051366| -055386| 067759) 0509642) 050975 061485 0B0505) 060976 061622 DF1936| 0F3564) 062270| -063740) 0F4034) 064034
NEGATINWO | -007796| -049872) -051119| -057352] -055462) 058599 -064521| -0F3274] -Op5144) -06R31| -0F2R50| -0F7326| -0F7326) -066079| -0F7326] -0F7326) -0FBS767
NEGATIVO | -0.20393| 043436) -050410| -052333] 054323) 056316 056600 057566 057875 058267 -056309) -057904) 056786) 058932 -058932) 056750) 058925
NEGATINO | -0,24783| -041628) -044037| -0.45904| -047408) 049773 -046874] -050776| -050448) -051238| -049897) 050235 051317 -0511638| -051069] -052236) -052236
NEGATIVO | -0,12086| 031722) -036544) -036022) 040695) 041995) 042732 -043856) 043797) 0440065 043632 -044353) 044135) 044670| 044670 044606) 044520
NEGATINO | -0,34233| 048700 -048700| -0.45700) -048700) -048700] -048700| -0.45700] -0458700) -048700| -0.48700] -048700) -048700) -048700| -0.45700] -048578) -048421
NEGATINO | D41672| 0F4991) 068983 -070050) 073037) 076429) 074818 075732 075766) 075068 076473 076576 076576 076576 -076423) 076676) 075947
NEGATINWO | -0405R9| -057632) -059649| -0F3728| -0F5534) -0FR202) -065893| -0F5805) -0F7702) -0BR35S| -067272) -0FR46E2| -0FR244) 067702 -0FR7E2| -0F7672| -0F7702
POSITVG | -0,19256| -042075| -046063) -046832| -0.48888| -049601| -051051) -052344| -0,51888| -051369) 052032 -052719] -0511587| 052101 -052532| -053307| -0,53762
POSITVO | -020858) 044263 049073) 051033 -052316| -056848) 058543) 060114| 060902 0F1498) 061762) 062617 063618 0B3720) 062934 -064819) 065097
POSITVG | -0,21580| -040177| 048571 -049435| -052819| -0560R6| -059455) -062317| -0F3933| -0FE043) -0FRIES| -069996 -072310) -075215) -076268| -078485| 079547
POSITVO | -029926) -055670) 0568477 061412 -0B3872) 0F2619) 0F7933) 066399 065808 066944) 0BB171) 066200 067367 0B9139) 069492 -066664) 059492
POSITVO | -0,22068| -047846) -052940) 054134 -056953] -059604] -058466) -060792) -061018) -060699) -060390| -058456) -060174] 061018) -0,56836] 061018 061018
POSITVG | -030810| -0.47346| -04R454) 051225 -050715] -051225) -051225) -051205| 051225 051225 -051225) 051225 -051225) -051225) 051225 -051225| -0.50897
POSITVO | -0,18862) 041896 0501564) 052046 057706 OF1579) 0F4269) -0B6140| -066873) 0B9385) 0B9661) 069704 0706879 070045) 070865 070743 070679
POSITVG | -0,26366| -051593| -054483) -056832| -057813| -059853| -0F0329) -061225| -0F1316] -0F0467) 055006 -061353) -0F1353| -0F1363) -061237| -061344] -0F1157
POSITVO | 027702 045917 048764) 048571] -052781] 051134) 062232) 052507 -055344) 053330) 055802 055802 054520 056161 -056710| -054612) 055802
POSITVG | -0,25802| -0,37908| -041326) -044048| -046RE3| -048051| 048387 -049897| -051289] -051314) 050691 -052626| -052854) 053271 -054048| -055520| -0.55459
POSITVO | 026863 049236 052213) 052749 -054706| 057669| 057669 057669 -057669) D67669) 057668 057669 057669 057669) 057663 -057669) 057529
POSITVG | -0,13853| -0,33015| -036579) -038795| -041138] -042712| -043308) -045104| -0.45590| -045223) 045350 -046033] -046650) -047081) -047106| -047782] -047968
POSITVO | -030716] -0,56915 080806) 060768 -062646| 0F4440) 0F4040) -064980| -064980) OF4980) 0E3612) 064461 064980 0F4980) 064980 -064560) 064599
POSITVG | -027762| -050485| -054592) -054670| -057197| -059712| 059358 -061232| -0F1445| -OB0266) -0B0271| -061597| -0F2433] -0F2865) -062790| -063090| -0F3565
POSITVO | -042141) -056073| 0565798) 056073 -056073] -056073| 056073 056073 -056073) 066073) 055816 055829 055392 056073 0558932 -056073) 056002
POSITVG | -0,19414] -0,35994| -041508) -044363| -046737| -045395| -0459091) -050691| -0,52829) 054115 053918 -057313] -0,58667| -0F0864) -061296| -060914] 062709
POSITVO | -056968) 063223 0B3223) 062754 063223 063223) 0F3223) 063223 063223 0F3223) 063223 063223 063223 0F1972) 062910 -063223) 063223
POSITVG | -054777| -0FGRE78| -070376) -070298| -073137| -075793| 074986 -076965| -0,77902| -07R9RS) 078871 -077512) -077225| 077121 -077746| -078423] -078085
POSITVO | 020907 050838 056266) -058571| -062818] 0B6011) 0F6693) 069610 -071120) 0F9903) 068626 071069 -071310) 071061 072544 072147 073140
POSITVG | -0,26358| -047117| -04R981) -050138| -052014] -052712| 052712 -052712| -052712] -052712) 052177 -052712] -052712| -052712) -052638| -052712] -052712
POSITVO | 021447 036817 042078) -043078| -045438) 049354) 048535) 047732 046945 046142) 0468368 050518 049879 051567 050993 -053173] 053509
POSITVG | -0268627| -045912| 051217 -051986| -055592| -059412| -0F1748) -062095| -0F3745| -0F3963) -0BE250) -067129) -0F7115| -OFG197) -069084] -069091] -0F9302
POSITVO | 036655 051672 053947 056768 -056960) -059620) 059856) 059908 -060954) 0F0091) 0611680 062130 063621 0B4507) -0B3115| -064057) -0B4885
POSITVG | -033767| -0,33767| 033767 -033767| -033767| -033767| 033767 -030853| -0,26736| -0,23739) 023465 -025752) -0,26786| -031401) -033767| -033767| -0.337R7
POSITVO | -004389) 032446 037090) 041015| -0.44438) 047085) 046711 050853 -052682) 062230) 053164) 053942 -054748) 056401 056253 -056421) 056509
POSITVG | -0,12808| -0,25385| -030393) -033674| -035246| -036513| 037550 -038152| -0,35348| -0.35348) 036234 -036038| -0,37731| 037984 -038156| -036348| -0.38317
POSITVO | -021964) 036733 040430) 041863 -043630) 045346) 046951 048911| 050262 049389) 050790 -051339) 052456 053462) 054264 -053959) 054376
POSITVG | -0,20072] -040706| -043525) -046522| -047806| -050152| 050979 -051817| -0,50852] -051817) 048058 -051449) -051474) -051448) 051525 -051817] 051817
POSITVO | -045710] -DB3161| OBBSE0) 071687 070778 O71687| 074378) 074832 073392 O74416) O074264) 074662 075192 075192) 074416 075192 074226
POSITVG | -032005| -0,39083| -039089) -039068| -03906%| -0390R3| 039083 -03906%| -0,3908%| -0390R3) -0359088) -039063| -0,39083| -039089) -039065| -039063| -0.390R3
POSITVO | 026297 041845 043837) 046232 -049030) 049355) 049629) 050019 -049082) 049824) 048067 050008 -050566) 050068) 051308 051451 051438
POSITVG | -0,11363] -0,363583| -042370) -042033| -044869| -048071| -049333) -051175| -054122] -056999) 055015 -064426) -0F5595) -0F6595) -065595| -0F5595) 065108
POSITVO | 023747 D42182| 043629) 045163 -046504) 040505) 049276) 049403 046722 049403) 049022) 049403 -049403) 049403) 049250 -0.49403) 049403
POSITVG | -023107| -0F5434| -0F5434) -065434| -065434] -0F5434| -0F5434) -065434| -0F5434] -0F5434) -0FE434]) -065434] -0F5434| -OF5434) -065434] -0F5434] -0F5429
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Apéndice lll

Coeficientes das Componentes Principais — Modelo
Metabondémico para Investigacao de Infeccao pelo Virus da
Hepatite C.
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Apéndice IV

Funcao de Classificacao para os grupos POSITIVO e NEGATIVO — Modelo Metabonémico para
Investigacao de Infeccao pelo Virus da Hepatite C.

B PC2 PC5 PC8 PC 10 PC 16 PC 19 PC24 | PC28 PC31 PC32 PC34 | PC38 PC43 PC 44 PC 51 PC 56
NEGATIVO|-2 34424 -0,13623 | 045875 | 0486867 | 082031 | 056534 | -1,00284 |-1,14145] 119541 | -1, 43849 | 1 47036 | -1,96137 | 1,67830 | 266349 | -213680 | 2,/55930 | 522312
POSITIVO | -2 09359 | 012821 | -0,43176 | -045882 | 077206 | 053265 | 024385 | 1,07430 |-1,125610] 1,35388 | -13683587 | 1,84599 |-1.76781 [ -2,606682 | 201111 | -2,59699 | -4 91588




Apéndice V
Espectros de RMN de "B (96,2 MHz, DMSO-d;) dos compostos 3,
6,8 11,12, 13, 16, 19, 24, 26 e 28.
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Tese de doutorado
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Apéndice VI
Espectros de RMN de "°F (282,2 MHz, DMSO-d;) dos compostos 3,
6,8 11,12, 13, 16, 19, 24, 26 e 28.
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