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RESUMO

O desenvolvimento de novas metodologias analiticas para determinacdo de espécies de
interesse clinico e bioldgico sdo demandas constantes da Sociedade. Sendo assim, o primeiro
trabalho descreve um método colorimétrico para determinacéo de timerosal (TM) em vacinas
usando dispositivos analiticos baseados em papel (PADs) como uma plataforma analitica. O
TM é um composto organico de mercdrio que é convertido quantitativamente em Hg(ll) apos
oxidagdo por KMnOs em meio acido, assim, o Hg(ll) reage com a ditizona para gerar um
complexo colorido. O método proposto apresentou limite de deteccdo de 0,5 mg L™ e faixa
linear de 1,7 - 11 mg L™ com desvio padrdo relativo (RSD) < 3,6%, sendo seletivo para
quantificacdo de TM na presenca de espécies comumente encontrados em vacinas como
AI(lIT), Na*, K*, CI, sulfato e sais de fosfato. O método foi aplicado para determinar TM em
diferentes vacinas, com 89 a 112% de recuperacdo. Os resultados obtidos foram
estatisticamente concordantes com o procedimento de referéncia baseado na digestdo acida
por micro-ondas e na determinacdo de mercdrio total por espectroscopia de fluorescéncia
atdbmica a vapor frio (CV AFS). O método proposto para determinar TM como mercurio
inorganico total foi simples, rapido, de baixo custo, preciso e ambientalmente correto (verde);
por proporcionar baixa geracdo de residuos, além de ser passivel de aplicagdo no controle de
qualidade de vacinas. No segundo trabalho, foi desenvolvido um método simples, rapido e
preciso para determinacdo de proteinas totais, em funcdo da concentracdo de albumina do
soro humano (HSA) em amostras biologicas empregando uma sonda fluorescente derivada de
cianina heptametina (SHP) baseada no mecanismo off-on com emissdo no infravermelho
proximo (NIR). O método proposto foi baseado na auséncia de fluorescéncia da sonda livre
(SHP), no entanto, o complexo formado com a proteina (HSA-SHP) apresenta elevada
emissdo no NIR (Aex = 580 nm / kem = 674 nm), nas condic¢des otimizadas (pH 8,0 em tampéo
PIPES a 10 mM). A estequiometria do complexo HSA-SHP foi definida como 1:1 aplicando
0 método de Job. A faixa linear foi de 0,05 a 6,0 uM (equivalente a 3,4 - 408 mg L) com
limite de deteccdo de 0,014 pM (0,95 mg L) e RSD < 3,6%, sendo seletivo para
guantificacio de HSA na presenca de espécies comumente encontradas em amostras
bioldgicas como ions metalicos, acidos graxos, glicose e aminoacidos. Por fim, a metodologia
desenvolvida foi aplicada para determinacdo de HSA em amostras de plasma e de urina, com
recuperacgdes de 91 a 118%, sendo os resultados obtidos concordantes estatisticamente (o =
0,05) com o método de Bradford (método de referéncia). Dessa forma, o método proposto
para a determinacdo de proteinas totais em funcdo de HSA, mostrou-se versatil e passivel de
aplicacdo na determinacéo de proteinas totais com finalidade clinica.

Palavras-chaves: Timerosal; PADs; sondas fluorescentes; proteinas totais; amostras
bioldgicas.



ABSTRACT

The development of new analytical methodologies for the determination of species of clinical
and biological interest are constant demands of the Society. Therefore, the first work
describes a colorimetric method for the determination of thimerosal (TM) in vaccines using
paper-based analytical devices (PADs) as an analytical platform. TM is an organic mercury
compound that is quantitatively converted to Hg(Il) after oxidation by KMnO4 in an acid
medium, thus Hg(ll) reacts with dithizone to generate a colored complex. The proposed
method presented a detection limit of 0,5 mg L™ and a linear range of 1,7 - 11 mg L with a
relative standard deviation (RSD) < 3.6%, being selective for TM quantification in the
presence of species commonly found in vaccines as Al(Ill), Na*, K*, CI, sulfate and
phosphate salts. The method was applied to determine TM in different vaccines, with 89 to
112% recovery. The results obtained were statistically in agreement with the reference
procedure based on microwave acid digestion and determination of total mercury by cold
vapor atomic fluorescence spectroscopy (CV AFS). The proposed method to determine TM as
total inorganic mercury was simple, fast, low cost, accurate and environmentally friendly
(green); for providing low waste generation, in addition to being amenable to application in
the quality control of vaccines. In the second work, a simple, fast and precise method was
developed for the determination of total proteins, as a function of the concentration of human
serum albumin (HSA) in biological samples using a fluorescent probe derived from
heptamethine cyanine (SHP) based off-on mechanism with near infrared (NIR) emission. The
proposed method was based on the absence of free probe fluorescence (SHP), however, the
complex formed with the protein (SHP-HSA) shows high emission in NIR (Aex = 580 nm /
Aem = 674 nm) under optimized conditions (pH 8.0 in 10 mM PIPES buffer). The
stoichiometry of the HSA-SHP complex was defined as 1:1 applying Job's method. The linear
range was 0,05 to 6,0 UM (equivalent to 3,4 - 408 mg L) with a detection limit of 0,014 uM
(0,95 mg L) and RSD < 3.6%, being selective for quantification of HSA in the presence of
species commonly found in biological samples such as metal ions, fatty acids, glucose and
amino acids. Finally, the developed methodology was applied to determine SAH in plasma
and urine samples, with recoveries from 91 to 118%, with the obtained results statistically
concordant (oo = 0,05) with the Bradford method (reference method). Thus, the proposed
method for the determination of total proteins as a function of SAH proved to be versatile and
amenable to application in the determination of total proteins for clinical purposes.

Keywords: Thimerosal; PADs; fluorescent probes; total proteins; biological samples.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Tendéncias modernas em andlise quimica

A analise quimica desempenha um papel fundamental em nossa sociedade, e pode ser
observado com 0s avangos na pesquisa e fabricacdo de medicamentos, controle de processos na
industria, monitoramento ambiental em tempo real, diagnésticos médicos, producdo de
alimentos e em pesquisas forenses, entre outras aplicacbes (BERGQUIST; TURNER,
2018). Assim, é de grande importancia em variadas areas de pesquisa, visto que esta voltada
para a criacdo de novos conhecimentos, de modo que possa ser aprimorada para responder a
demandas novas e crescentes da sociedade (ZOLOTQV, 2020).

A evolucdo da andlise quimica esta contribuindo para o melhoramento das tarefas
realizadas no cotidiano, sendo assim, sem esses avancos ndo poderiamos tomar nenhuma
decisdo importante sobre problemas reais, como questdes importantes relacionadas com a
agricultura como a correcdo do solo, questdes relacionadas a poluicdo ambiental, identificacdo
de marcadores clinicos de interesse médico e bioldgico fornecendo procedimentos analiticos
rapidos para reconhecer numerosas biomoléculas, dentre outros (SARGAZI et al., 2022).

Atualmente, hd uma tendéncia crescente em miniaturizar as técnicas classicas para
responder ao problema da pequena quantidade de amostra, ou questdes relacionadas a quimica
verde (MERONE et al., 2020), no desenvolvimento de procedimentos ndo invasivos (GAO et
al, 2017), sondas fluorescentes aplicadas ao imageamento in vivo em tempo
real (KOBAYASHI et al., 2010), além de utilizacdo de novas plataformas analiticas, que sejam
mais eficientes e/ou mais baratas, como o papel (COSTA et al., 2014). Essas novas tendéncias
levam a um efeito sinérgico das vantagens dos procedimentos ja estabelecidos com novas
aplicacOes, obtendo-se um melhor desempenho analitico (SARI et al., 2019).

Nesse sentido, busca-se a obtencdo de métodos analiticos mais rapidos, mais sensiveis,
simples, informativos e ambientalmente sustentdveis (NAWAZ et al., 2022). Esses novos
métodos sdo impulsionados pelas principais demandas da sociedade, como as da medicina, da
biologia, da industria e do meio ambiente, visando sempre aprimorar as metodologias ja
existentes, desenvolver novas metodologias mais eficientes e resolver os problemas do coletivo
(BERGQUIST; TURNER, 2018).
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1.2 Desenvolvimento de dispositivos microfluidicos baseados em papel (PADS)

Com relacdo as demandas crescentes de analise quimica, as metodologias baseadas no
desenvolvimento de dispositivos microfluidicos fabricados em plataforma de papel (PADs),
técnica que foi introduzida por pelo Prof. George M. Whitesides e colaboradores (2007), tém
recebido enorme atencdo nos dltimos anos, principalmente devido ao seu baixo custo,
acessibilidade global de substratos de papel, capacidade natural de transporte de fluidos por
capilaridade, biodegradabilidade/biocompatibilidade, elevada area superficial, dentre outros
aspectos (SOUSA; DUARTE; COUTRO, 2020; CAl et al., 2017; COSTA et al., 2014).

As vantagens do desenvolvimento de dispositivos PADs, permite o uso de microfluidica
nas areas de salde, andlise forense, diagnéstico médico e aplicacbes de monitoramento
ambiental, além de poder ser integrada com outras técnicas de detecgédo ja conhecidas, como a
eletroquimica, fluorescéncia, espalhamento Raman e a Colorimetria (SURESH et al., 2017).

Com relacdo as publicagbes em revistas cientificos, o uso de papel como suporte em
dispositivos miniaturizados apresentou um aumento consideravel até o ano de 2022. Assim,
realizando-se uma busca na base de dados ISI “Web of Science” com as palavras — chaves
“paper-based device”, foram encontrados 5002 trabalhos indexados a partir de 2007,
mostrando um crescimento no uso e aplicagfes. Na Figura 1 sdo mostradas as publicagdes

realizadas em revistas indexadas nos ultimos 15 anos.

Figura 1- Numero de publicacdes ao longo dos Ultimos 15 anos, associadas a palavra-chave “paper-
based device”.

1000I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'
I \° de publicacoes
1 —m— Ne de citagdes

800

T- 30000

- 25000

- 20000

83 0
Q. 600 S
] &3
L2 - 15000 S
g (&)
o 400 S
- (=]

e 10000 S,
o

zZ

200 - 5000

-0

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.
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Nos ultimos trés anos, o numero de publicagBes estabilizou-se entre 599 e 669.
Contudo, o nimero de citagdes continua crescente, chegando 30016 no ano de 2022. Esse
elevado numero de publicagdes e citagdes esta relacionado com as diferentes as aplicagdes, que
estdo cada vez mais atraentes e desafiadoras, e ocorrem, principalmente devido as matrizes de
papel serem mais baratas, prontamente disponiveis em varios formatos/propriedades, e sua
estrutura porosa natural pode ser utilizada em diversos tipos de ensaios, além de dispositivos
bidimensionais e tridimensionais, onde a cera pode ser usada como barreira hidrofébica
(COSTA et al., 2014; NOGUEIRA et al., 2019).

Entre essas estratégias, os métodos colorimétricos estdo bem estabelecidos porque sédo
simples, rapidos de executar e baixo custo. Varios dispositivos colorimétricos baseados em
papel (PCDs) foram desenvolvidos com sucesso nos ultimos anos. Grande parte dos trabalhos
desenvolvidos sdo voltados para o uso de smartphones, cadmeras digitais e scanners de mesa
como uma nova tecnologia para a colorimetria em papel, além de métodos para a quantificacéo
visual. CAl et al., (2017) desenvolveram um dispositivo PADs para determinacdo de mercdrio
inorganico com deteccdo visual baseado na distancia, usando a ditizona como reagente
colorimétrico e que ndo exigia instrumentagdo complexa ou cara (CAl et al., 2017).

Comparado com as outras técnicas de analise, o método de deteccdo colorimétrica se
destaca por ser simples, ter um alto valor custo-beneficio e ser de facil implementacdo em
PADs. Nos meétodos colorimétricos, a reagdo cromogénica ocorre entre o analito e o reagente
cromogénico para formar um produto colorido. Nesse caso, a concentracdo do analito esta
diretamente relacionada a intensidade de cor, que pode ser convertida em um numero, por
exemplo, com o uso de scanner, cAmeras digitais ou pela comparacdo da intensidade da cor
com as intensidades de uma série padrdo de concentracdo conhecida (FELISITA et al., 2019).

Nesse sentido, o uso de scanner de mesa é uma ferramenta importante no
desenvolvimento de metodologias empregando PADs, sendo assim, com essa ferramenta 0s
dados colorimétricos podem ser rapidamente convertidos em uma imagem digital, e
consequentemente em um numero que é diretamente proporcional a concentracdo do analito,
(CHEN et al., 2016).

Dessa forma, os dispositivos baseados em papel (PADs) podem ser empregados para
determinacéo de diferentes analitos simultaneamente e de forma independente, visto que podem
ser utilizadas multiplas zonas de deteccdo. Essas caracteristicas possibilitam a aplicacdo desses
dispositivos em diversos campos, além de andlises de rotina na determinacdo de varios analitos
(por exemplo, ions metélicos, proteinas, enzimas, anticorpos, explosivos, entre outras)
(ARAUJO et al., 2018).
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1.3 Importancia da determinacao de espécies de mercurio

O mercurio € um elemento quimico que ocorre naturalmente na crosta terrestre, sendo
liberado para 0 meio ambiente por processos naturais como atividade vulcanica, desgaste das
rochas, e como atividades antropicas resultado da atividade humana (GAUTAM et al.,
2016). A atividade humana € a principal causa de liberacdo de mercurio, principalmente em
termoelétricas a carvao, queima residencial de carvdo para aquecimento e cozimento, processos
industriais, incineradores de residuos e como resultado da mineragdo de mercdrio, ouro e outros
metais (O'CONNOR et al, 2019). O mercurio existe em varias formas: elementar ou metalico
(Hg?), inorganico (Hg?*); e organico (metilmercirio (MetHg"), etilmercirio (EtHg"), entre
outros, 0s quais 0s seres humanos podem ser expostos através do ar, dieta ou de forma natural)
(BOLLEN et al., 2008).

De forma geral, uma populacdo pode ser exposta ao mercdrio em qualquer uma de suas
formas e em diferentes circunstancias. No entanto, a exposi¢cdo ocorre principalmente pela
inalacdo de vapores de mercurio elementar por trabalhadores durante processos industriais e
pelo consumo de alimentos contaminados, como peixes e mariscos, com metilmercudrio
(EKINCI, et al., 2014). Essas formas de mercurio diferem em seu grau de toxicidade e em seus
efeitos em diferentes 6rgaos do corpo humano, principalmente no sistema nervoso (NAYFEH
et al., 2018). No entanto, os compostos organicos (alquilados) apresentam uma toxidade maior
que a forma elementar e que a forma inorganica, devido, no caso do metilmercurio, por
exemplo, ter uma maior absor¢do na corrente sanguinea e bioacumula¢do em diferentes 6rgaos,
causando danos irreparaveis, principalmente ao sistema nervoso central. No entanto outras
espécies organicas de mercurio, como o etilmercurio, fenilmercurio e timerosal, sao
negligenciadas (CARRASCO et al., 2009; BERLIN et al., 2015; MAHBUB et al., 2017).

A toxidade do mercurio afeta, principalmente os fetos, pois a exposicdo ao
metilmercurio no Utero afeta adversamente o cérebro em crescimento e o sistema nervoso de
um bebé. O efeito primario do metilmercurio na salde é o desenvolvimento neurolégico
prejudicado. Portanto, 0 pensamento cognitivo, a memdria, a atencdo, a linguagem e as
habilidades motoras finas e espaciais visuais podem ser afetadas em criangas que foram
expostas ao metilmercurio durante a gestacdo (PICHICHERO et al., 2002). Outro grupo que
apresentam altos niveis de toxidade ao mercurio é formado por pessoas regularmente expostas,
Ou seja, com exposicdo cronica, como as populacdes que dependem da pesca de subsisténcia ou
pessoas em decorréncia de sua atividade laboral (GEIER et al., 2016). Entre as populacfes de

pesca de subsisténcia selecionadas, as criangas apresentaram comprometimento cognitivo
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(retardo mental leve) causado pelo consumo de peixe contendo mercurio (BLANCHFIELD et
al., 2022).

1.4 Determinacéo de timerosal em vacinas com dispositivos baseados em papel (PADs)

O timerosal é um composto orgénico de mercurio e compreende cerca de 49% (m/m) de
mercurio. Essa substancia é utilizada desde a década de 1930 como conservante devido a
propriedades bactericidas e antifingicas (ACOSTA et al.,, 2015). Essas caracteristicas
proporcionam a aplicacdo desse composto como conservante em formulagdes farmacéuticas,
como vacinas, solucdes oftadlmicas, medicamentos tdpicos, entre outras. Em vacinas, a
concentracdo de timerosal pode ser de até 0,01% (m/v), ou seja, 50 mg de timerosal por dose de
0,5 mL da vacina (XU et al., 2018; SANTOS et al., 2010).

Diferentemente de outros conservantes de vacinas, o timerosal foi amplamente utilizado
devido a estudos que demonstraram que a poténcia das vacinas ndo era reduzida pelo uso desse
conservante, no entanto estudos mais recentes demonstram que as vacinas que usam TM como
conservante pode apresentar afeitos adversos, como autismo (GEIER et al., 2016). Mesmo
assim, até hoje o TM vem sendo usado, principalmente em vacinas multidoses (SANTOS et al.,
2010).

No corpo humano, o timerosal pode ser hidrolisado em etilmercurio (C2HsHg") e acido
tiosalicilico (ATS) através da reacdo/interagdo com HSA no subdominio IB (SANTOS et al.,
2018; TALL et al., 2021). Assim, as propriedades bactericidas e antifingicas estdo diretamente
relacionadas aos produtos de hidrdlise em meio aquoso, principalmente o etilmercdrio. Embora
todas as formas de mercdrio possam ser potencialmente tdxicas aos seres humanos, 0s
compostos de mercurio (di- ou mono alquilado) séo de preocupacéo especial devido a sua facil
penetracdo através das membranas bioldgicas, bioacumulacdo eficiente, alta volatilidade e
eliminacdo de longo prazo dos tecidos (ACOSTA et al., 2015).

Figura 2 — Estrutura quimica do timerosal (TM) e produtos de degradacdo em meio aquoso, acido
tiosalicilico (ATS) e Etilmercurio (C,HsHg").
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Fonte: adaptado de SANTOS et al., 2018.
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No entanto, disturbios do desenvolvimento neurolégico, como autismo e hiperatividade,
em criancgas vacinadas com vacinas contendo timerosal foram evidenciadas em uma anélise de
acompanhamento (XU et al., 2018). Devidos a essa problematica envolvendo o uso de
timerosal como conservante em vacinas, ha estudos que recomendam identificar conservantes
alternativos, por essa razdo, os Estados Unidos, a Unido Europeia e em outros paises
desenvolvidos, o timerosal ndo € mais utilizado como conservante em vacinas, principalmente
as vacinas dedicadas a vacinacdo infantil. No entanto, em alguns paises em desenvolvimentos
ainda usam timerosal em vacinas prescritas para mulheres gravidas, recém-nascidos e criangas
pequenas devido aos menores custos, quando relacionados a vacinas monodoses
(HASEGAWA et al., 2018).

A determinacdo do timerosal em produtos farmacéuticos é realizada de duas maneiras
distintas: a primeiras esta relacionada diretamente como timerosal e a segunda esta relacionada
com Hg total (ZAREBA; SANECKI; RAWSKI, 2016). Dentre os métodos para determinagdo TM
a partir de mercurio total requerem que as amostras sejam mineralizadas para formar o mercuario
inorganico, no entanto, existem também outros métodos em que TM é determinado diretamente (LAZO;
KUCUKU, 2012; ZAREBA; SANECKI; RAWSKI, 2016).

Nesse sentido, varias técnicas analiticas, incluindo cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), amperometria, espectrometria de absorcdo atomica (AAS), espectrometria
de fluorescéncia atbmica (AFS), emissdo atdbmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-
OES) ou espectrometria de massa (ICP-MS) e colorimetria foram desenvolvidas para
determinacdo de timerosal, no entanto, essas técnicas instrumentais apresentam desvantagens,
como alto custo de equipamentos e manutencdo, uso de gases, reagentes e &cidos em grande
quantidade e com alto grau de pureza além de produzir residuos com potencial de toxicidade
(CARRERA; SANTIAGO; VEJA, 2016; WU et al., 2012). Nesse sentido, o desenvolvimento
de métodos analiticos que sejam simples, faceis de usar, precisos, sensiveis e de baixo custo é
um grande desafio visando o uso em analises de rotina.

Devido a necessidade de monitorar o TM em amostras como vacinas, nos ultimos anos
os dispositivos analiticos microfluidicos baseados em papel (PADs) receberam grande
destaque, principalmente devido as vantagens relacionadas ao baixo custo, facilidade de
fabricacdo e de uso, velocidade de analise e baixo consumo de amostra e reagente. Devido a
essas vantagens, 0s PADs podem ser usados como plataformas para determinacdo de mercurio
inorganico, como ja descrito na literatura, de maneira econdmica e facil de usar, e

indiretamente, a determinacgéo de timerosal (CAl et al., 2018).
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1.5 Desenvolvimento de sondas fluorescentes

O desenvolvimento de novas metodologias analiticas para determinacéo de espécies de
interesse bioldgico e clinico que apresentem elevada sensibilidade e propriedades fisicas que
sejam passiveis de serem monitoradas por meio de técnicas simples, constitui uma tarefa
desafiadora para a investigacdo em diferentes sistemas (VALEUR, 2012; LUO et al., 2018).

O desenvolvimento e a aplicacdo das sondas fluorescentes visando informagGes mais
seguras, em menor tempo e empregando procedimentos menos invasivos estd se tornando
muito importante. Neste sentido, o emprego de novas moléculas com propriedades
fluorescentes tem sido amplamente explorado para gerar informacdes de diferentes sistemas
bioldgicos, em especial, que possuam comportamento espectral diferente na presenca/auséncia
do alvo de interesse. Dessa forma, tem-se como interesse o desenvolvimento de moléculas
fluorescentes latentes, as quais alteram suas propriedades opticas apds reagir/interagir com 0s
sistemas alvo (LEE et al., 2013; ZHANG; SONG; YUAN, 2018; TIAN et al., 2016).

Assim, uma sonda fluorescente é simplificadamente, um fluoréforo que estd preparado
para responder a um estimulo especifico ou localizar uma determinada regido em um sistema
bioldgico considerando mudancgas fotofisicas, como a emissdo ou supressdo de fluorescéncia,
permitindo assim, detectar diferentes espécies, como ions, moléculas, componentes particulares
de arranjos biomoleculares complexos, incluindo biomoléculas como proteinas, acidos
nucléicos e até mesmo tecidos e células vivas, garantindo sensibilidade e seletividade (CHEN
etal., 2021).

A partir das caracteristicas como sensibilidade e seletividade, o desenvolvimento de
novas moléculas para atuar como sondas fluorescentes podem ser usadas visando a descoberta
de medicamentos, melhoramento do diagnostico por imageamento celular de diferentes
doencas, andlise ambiental e em diversas aplicacbes médicas, as quais estdo mudando
dramaticamente as potencialidades da analise quimica (FU; FINNEY, 2018; ZHU; HAMACHI,
2020).

1.6 Planejamento de novas sondas fluorescentes (off-on)

No planejamento de novas sondas fluorescentes, a estrutura molecular pode ser
modificada para controlar parametros importantes como o comprimento de onda de excitagéo e
o comprimento de onda de emissao, a afinidade de ligacdo ao alvo, a reatividade quimica e a
localizagdo subcelular (JUN; CHENOWETH; PETERSSON, 2020). Neste sentido, estas

sondas podem ser projetadas baseando-se em diferentes tipos de mecanismos, sendo que 0s

19



principais sdo: transferéncia de carga intramolecular torcional (TICT), transferéncia
fotoinduzida de elétrons (PET), aumento do sinal de fluorescéncia por quelacdo (CHEF),
transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia (FRET), e transferéncia de prétons
intramolecular de estado excitado (ESIPT), em que, a depender do mecanismo, as propriedades
da sonda podem ser influenciadas diretamente (FAN et al., 2014, GONCALVES;
MARSAIOLI, 2014).

A depender das propriedades fotofisicas, as sondas fluorescentes podem atuar de formas
distintas, ou seja, com modos de ac¢do diferenciados, sendo que os principais sdo 0 modo de
acdo off-on ou 0 modo de agéo on-off. Dessa maneira, uma sonda com o modo de agdo off-on
atua devido a interacdo do analito com um reagente ndo fluorescente, formando um complexo
fluorescente ou provocando uma mudanca na conformacéo da molécula receptora. Esse modo
de acdo também é denominado como sistema “desligado-ligado”. Uma sonda on-off esta
associada a reducdo de fluorescéncia, o qual é resultante da interagdo do analito com reagente
fluorescente, o modo de agdo “on-off”’ também pode ser denominado como sistema “ligado-
desligado” (BONNACCHI, 2011; MENG et al., 2018). Na literatura, sondas com o modo de
acao off-on sdo mais desejadas devido a maior aplicabilidade, como sensores quimicos em
amostras bioldgicas e em imageamento celular, por exemplo (XU et al., 2016). Assim, na
Figura 3 € mostrado um esquema de uma sonda com o modo de acdo off-on aplicado na
determinacéo de proteinas.

Figura 3- Representacdo esquematica de uma sonda fluorescente off-on. Modo desligado (off) analito
(proteina) e a sonda separados e modo ligado (on) sonda - analito emitindo fluorescéncia.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Para um melhor entendimento desse modo de ligacdo off-on, na Figura 3 pode ser

visualizado um exemplo uma sonda que se liga seletivamente a proteinas. Nesse caso, a
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proteina a sonda apresentam baixa intensidade de fluorescéncia, mas quando o complexo
sonda-proteina é formado, ha um aumento do rendimento quéntico da sonda, e
consequentemente, um aumento da fluorescéncia. Assim, em proteinas, como as albuminas,
que possuem sitios de ligacdo caracteristicos e especificos para certas classes de moléculas, a
sonda se liga somente nesse sitio de ligacdo e a partir das interacdes, hd a formacdo do

complexo fluorescente sonda- proteina.
1.7 Sondas fluorescentes para determinacéo de proteinas

A albumina do soro humano (HSA) é a proteina mais abundante no plasma sanguineo,
tendo por isso, multiplas fungbes no corpo humano, como a manutencdo da pressdo oncética e
transporte de varias drogas e metabolitos, sendo assim, 0s niveis normais dessa proteina no
corpo humano sdo: 35 a 55 g L™ no soro e 100 mg L™ na urina (STANYON; VILES, 2012; XU
et al., 2018). Assim, um nivel anormal de HSA em um fluido corporal pode estar associado a
problemas de salde, como a hipoalbuminemia (baixo nivel de HSA no soro) e a
microalbumindria (alto nivel de HSA na urina), que podem estar associadas a doencas
coronarias, mieloma mdaltiplo, diabetes mellitus, doencas renais, distirbios neurometabolicos e
cirrose hepatica. Portanto, a determinacdo de HSA em fluidos corporais é um potencial
parametro no diagndstico pré-clinico (ZHENG et al., 2018; GATTA et al., 2012).

Dentre as substancias que a HSA transporta pelo corpo humano, destacam-se o0s
hormdnios da tiredide, hormonios soltveis em lipidios, bilirrubina ndo conjugada, acidos
graxos livres, cations divalentes (Ca(ll) e Mg(Il)) e diversos farmacos (LARSEN et al., 2016).
O transporte de farmacos é uma propriedade de grande interesse farmacéutico, pois, ao se ligar
a HSA, tanto as propriedades farmacocinéticas quanto a farmacodindmica das drogas sao
afetadas (KIM et al., 2020).A HSA além de apresentar importancia no organismo, pode ainda
ser disponivel para uso terapéutico, onde é frequentemente usada para repor o fluido perdido,
devido a doencas, como cirrose e ajudar a restaurar o volume de sangue em pacientes com
trauma, queimaduras e cirurgia (FAN et al., 2014).

A HSA ¢ constituida por 585 aminoacidos, sendo 17 residuos de tirosina e apenas um
residuo de triptofano. Estruturalmente apresenta regides preferenciais de ligacbes com
farmacos. Essas regifes sdo classificadas em trés grandes dominios que sdo estruturalmente
similares, denominados de I, Il e 111, e cada dominio contém dois subdominios, classificados de
A e B. Ositio | esta posicionado no subdominio 1A e o sitio Il esta posicionado no subdominio
I1IA e esse sitios sdo os principais locais de ligacdo da proteina, como pode ser mostrado na
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Figura 4, embora determinadas moléculas se ligam a outros locais da proteina, como no
subdominio IB (MOREIRA et al., 2015; SANTOS et al., 2018).

Figura 4. Estrutura da albumina do soro humano (HSA) mostrando os locais de ligacéo.

Dominio I

Sitio I

Dominio I1

Fonte: adaptado de RAMEZANI E RAFII-TABAR, 2014.

Na literatura existem varios métodos para a determinacdo de proteinas totais, mas esses
métodos apresentam varias desvantagens, entre as quais: baixa sensibilidade, faixa linear
estreita, procedimentos de andlise dificeis, baixa seletividade, resultados nem sempre
reprodutiveis devido ao grau de pureza do corante BG-250 (Bradford) e o envolvimento de
varias etapas (método de coloracdo com prata). Devidos a essas caracteristicas, € de suma
importancia estudos que possibilitem o desenvolvimento de novos métodos capazes de
determinar, ndo sO proteinas totais, mas também proteinas individuais ou classes de proteinas,
como a HSA (RAMEZANI et al., 2012; ARISTOVA et al., 2020).

Neste sentido, o desenvolvimento de procedimentos analiticos rapidos, simples e com
baixos limites de detec¢cdo para determinagdo de proteinas totais expressas em fungdo de HSA
em amostras biolégicas como sangue, urina e extratos celulares é de fundamental importancia.
Por essa razdo, diversas metodologias tém sido desenvolvidas para quantificar HSA,
empregando métodos espectrofotométricos (JIANG; LUO, 2004), imunoquimicos (LABIB et
al., 2016), eletroquimicos (CIEPLAK et al, 2015), eletroforese capilar com deteccdo no UV
(HASELBERG et al., 2007) e fluorescéncia molecular (LEE et al., 2019; ZAIA et al., 2005;
PATONAY et al., 2005). Entre essas metodologias destaca-se a utilizacdo de sondas
fluorescentes por apresentarem caracteristicas como alta sensibilidade, seletividade e natureza
nédo destrutiva das amostras, além de serem aplicadas no imageamento celular.

Mesmo com as vantagens da fluorescéncia molecular e das varias sondas fluorescentes

para determinacdo de albumina sérica desenvolvidas nos dltimos anos, a maioria delas
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apresentam limitacdes, como sintese complexa e caracteristicas espectrais que impossibilitam a
aplicacdo em sistemas biologicos, pois possuem comprimentos de onda de excita¢do (<500 nm)
e de emissdo (<600 nm) sdo na regido do UV- visivel, ndo podendo evitar a interferéncia da
autofluorescéncia bioldgica. Nesse sentido, sondas que que possuem comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo na regido do infravermelho proximo (NIR), se destacam para a
determinacdo direta de albuminas em amostras biologicas, devido a caracteristica como a da
maioria dos tecidos ndo serem afetados pela radiacdo e ndo apresentarem autofluorescéncia
nessa regido do espectro, de 600 a 900 nm, bem como pela maior penetrabilidade nos tecidos,
aproximadamente 5 mm. (ARISTOVA et al., 2020; ZENG et al., 2016). Dessa forma, o
desenvolvimento e sintese de sondas fluorescentes HSA que possam emitir na regido do
infravermelho proximo (NIR) € um grande desafio.

Assim, dentre as sondas fluorescentes que sdo sensiveis a albumina e tem a capacidade
de emitir na regido do infravermelho préximo (NIR), destacam-se os derivados de cianina, pois
estes apresentam grande capacidade para diagnostico em pesquisas médicas (REJA et al., 2013;
LUO et al., 2018). As sondas derivadas de cianina sdao moléculas cationicas (um nitrogenio
terminal) nas subunidades heterociclicas que sdo ligadas por uma ponte de polimetina, com
atomos de carbono com hibridizacdo sp? que liga dois atomos de nitrogénio, ou seja,
apresentam ligacbes conjugadas. Na Figura 5 é mostrado uma estrutura genérica para um
derivado de cianina.

Figura 5. Estrutura genérica dos derivados de cianina.

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Na Figura 5, o valor de “n” pode ser: 1, 3, 5 e 7 e tem nomeclatura diferentes conforme
0 seu valor, sendo: monometina (Cyl) para n = 1, trimetina (Cy3) para n = 3, pentametina
(Cy5) para n = 5 e Heptametina (Cy7) para n = 7. Os derivados de cianina possibilitam a

determinacéo de albuminas em meios bioldgicos, devido a caracteristicas moleculares como a
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conjugacao de ligagdes, empilhamento dos elétrons pi (n) e acoplamento ao sitio de ligacdo da
proteina impedindo a rotagdo molecular devido aos fendmenos de transferéncia de carga
intramolecular torcida (TICT) (ZHANG et al., 2013).

Derivados de cianina podem ser usados na determinacdo der HSA através da inibicao
de seu comportamento de TICT, ou seja, esses derivados apresentam baixa fluorescéncia
devido a rotacdo molecular, mas quando acontece a interagdo com algum sitio de ligacdo da
proteina, como o dominio hidrofébico, a TICT fica impedida e a sonda fica estabilizada
adotando uma geometria plana, passando, assim a emitir fluorescéncia (ZHAO et al., 2019).
Além disso, as sondas tém como caracteristicas a emissao na regido do infravermelho, o que é
um pardmetro importante para aplicacdo em amostras bioldgicas. Dessa forma, o
desenvolvimento e sintese de sondas fluorescentes para ions determinacdo de HSA que possam
ser aplicados em solucdo aquosa com minimo de solventes organicos € um grande desafio.

Nesse sentido, projetar sondas fluorescentes para propor alternativas mais eficientes e
seletivas, menos susceptiveis a variacdes nos resultados, e por consequéncia mais confiaveis,
para deteccdo de HSA em sistemas biologicos apresenta grande relevancia. Uma vez que,
moléculas capazes de exibir fluorescéncia (off-on), principalmente no infravermelho préximo
(NIR), apos interagir ou reagir com uma macromolécula alvo de interesse, como a HSA,
constituem um papel importante no desenvolvimento de estratégias analiticas para aplicacdes
biomédicas (GAO et al., 2017; KOBAYASHI et al., 2010).
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1.8 Justificativa do trabalho

O que justifica esse trabalho estd relacionado a necessidade de desenvolver novas
metodologias que venham a ajudar no diagnostico de determinadas doengas ou que possam ser
utilizadas para o controle de espécies de interesse em amostras clinicas. Sendo assim, devido a
alguns métodos descritos na literatura apresentarem desvantagens, como alto consumo de
reagentes, elevado custo de andlise e manutencdo de equipamentos, dente outras, novas
metodologias sdo propostas para suprir essas limitacGes e serem empregadas em analises de

rotina.

1.9 Objetivo geral
Diante da importancia de monitorar espécies de importancia bioldgica, visando
melhorar o diagndstico de doencgas ou controle de qualidade de produtos, os objetivos deste

trabalho foram:

(i) O desenvolvimento de metodologia analitica para determinagdo de timerosal em vacinas

utilizando dispositivos em papel como plataformas analiticas.

(i) O desenvolvimento uma metodologia analitica empregando uma sonda fluorescente
baseada no conceito off-on com emissdo no infravermelho préximo (NIR) para a determinacdo

de HSA em amostras biologicas;
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2 DETERMINACAO DE TIMEROSAL, UM COMPOSTO ORGANICO DE
MERCURIO EM VACINAS, USANDO UM DISPOSITIVO ANALITICO BASEADO
EM PAPEL COM DETECCAO COLORIMETRICA

2.1 Introducéo

O timerosal (TM) é um composto organico mercurial que contém 49,6% de mercdrio
em massa, e tem sido amplamente utilizado como agente antimicrobiano e antifingico em uma
grande variedade de produtos, incluindo solugdes antissépticas topicas, cosméticos, produtos de
limpeza para lentes de contato e outros produtos bioldgicos injetaveis (ACOSTA et al., 2015;
DOS SANTOS et al., 2010). Em vacinas como a da hepatite B, difteria tripla, tétano e
coqueluche, o TM tem sido usado como conservante desde a década de 1930 devido as suas
propriedades antibacterianas e antifingicas (SANTOS et al., 2018). No entanto, tem-se
comprovacao que a hidrélise do TM em meio bioldgico leva a formacédo de acido tiosalicilico e
etilmercurio (EtHg"), sendo que esse Ultimo possui elevado potencial téxico devido a sua facil
penetracdo nas membranas, bioacumulacdo, volatilidade e longo prazo para eliminacdo dos
tecidos, fato este, que pode levar a disturbios neurolégicos, como autismo e hiperatividade em
criancas (GEIER et al., 2015; XU et al., 2018). Dessa forma, a incorporacdo de TM em vacinas
constitui a terceira maior fonte de exposicdo ao mercUirio em seres humanos, portanto a
quantificacdo desta espécie em diferentes matrizes tem sido uma demanda atual e continua
(DOREA, 2017; GEIER et al., 2013).

A determinagdo de TM pode ser realizada preferencialmente explorando duas
estratégias distintas, a quantificacdo diretamente na forma organica como TM, ou apds
mineralizacdo da matriz, e assim, determinando o Hg(ll) gerado (PEREZ-CABALLERO et al.,
2016). O TM pode ser determinado diretamente explorando técnicas de separacdo com
diferentes sistemas de deteccdo, como cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo no
UV-vis (PEREZ-CABALLERO et al., 2016; ZAREBA et al., 2015), deteccio eletroquimica
(PROCOPIO et al., 1992) e acoplada a espectrometria de fluorescéncia atdbmica (AFS)
(ACOSTA et al., 2016), cromatografia gasosa acoplada a ICP-MS (QVARNSTROM et al.,
2003), eletroforese capilar com detecgdo no UV (JAWORSKA et al., 2005), ICP OES por meio
de geracgdo fotoquimica de vapor frio (HE et al., 2011), e por fluorescéncia molecular associada
a supressdo do sinal de quantum dots de CdTe (TALL et al., 2021). A decomposi¢do da matriz
seguida da determinacdo de Hg total [como Hg(ll)] pode ser realizada empregando técnicas
como a espectrometria de absorcdo atdmica com atomizacao eletrotérmica (GF AAS) (LAZO,
KUCUKU, 2012), AFS (OLIVEIRA et al., 2021; WU et al., 2012), voltametria (PEDROZO-
PENAFIEL et al., 2012; PENAGOS-LLANOS et al., 2019), além de colorimetria (CARRERA
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et al., 2016). No entanto, algumas destas técnicas apresentam desvantagens como o elevado
numero de etapas no preparo da amostra, tempo de analise, custo operacional e de manutencéo
dos equipamentos, além em muitos casos, de pessoal especializado (TAKAHASHI et al.,
2009).

Nos ultimos anos os dispositivos analiticos microfluidicos baseados em papel (PADs)
receberam grande destaque, principalmente devido as vantagens relacionadas ao baixo custo,
facilidade e versatilidade na fabricacdo e uso, velocidade de analise e baixo consumo de
amostra e reagente (quimica verde), possibilitando a sua aplicacdo em diversas areas e
determinacdo de diferentes analitos, como mercurio inorganico (WANG et al., 2014; WISANG
et al., 2019). Nesse sentido, CAl et al. (2017) desenvolveram um PAD para determinacdo de
Hg(ll) em amostras de agua sintéticas com deteccdo visual baseado na distancia, usando a
ditizona como reagente colorimétrico. O uso de diferentes nanomateriais (modificados ou nao)
como nanoparticulas de platina (CHEN et al., 2016), de prata (FIRDAUS et al., 2019;
MEELAPSOM et al., 2016), ouro (CHEN et al., 2014), e curcumina (POURREZA et al., 2016)
como sonda colorimétrica ttém sido associados a PAD para determinacdo de Hg(ll) em
diferentes tipos de agua.

Assim, esse trabalho tem como objetivo quantificar o TM em amostras de vacinas apds
a conversdo do composto organico de mercurio a Hg(ll). Neste sentido, foram usados
diferentes sistemas oxidantes (KBr / KBrOs e KMnQOg) e &cido diluido em sistema aberto
associado a um PAD com detecgdo colorimétrica explorando a reagéo entre ditizona e Hg(ll).
Por fim, a metodologia proposta mostrou-se rapida, de facil uso, reprodutivel, aplicavel a

analise de rotina e os resultados foram concordantes com o método de referéncia.

2.2 Objetivos especificos

a) Otimizar a metodologia quanto aos parametros quimicos, como: concentracdo de ditizona,
concentracdo e tipo de acido utilizando Hg (I1) como padrao;

b) Otimizar a digestdo do TM utilizando como solucdes oxidantes KBr/KBrOz e KMnOy;

c) Avaliar os possiveis interferentes;

d) Determinar as figuras de mérito para validacdo da metodologia

d) Aplicar as estratégias de digestdes otimizadas em amostras de vacinas;

e) Validar a metodologia utilizando a técnica de fluorescéncia atdbmica como método de
referéncia.

2.3 Experimental
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2.3.1 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes usados sdo de pureza analitica, e agua ultrapura (< 1 puS cm™)
usando um purificador Master System MS2000 (Gehaka, Brasil) foi empregada para preparar
as solugBes. Uma solucdo estoque de ditizona 50 mg L (reagente cromogénico) foi preparada
pela dissolucdo direta do solido em 10 mL de etanol, sendo refrigerada a 4 °C. As dilui¢des
subsequentes (quando necessarias) foram realizadas em etanol, uma vez que as solucdes
aquosas de ditizona sdo instaveis (CAI et al, 2017). Uma solucéo de mercurio de 1000 mg L*
em HNO3 1% (v/v) (rastreabilidade Specsol® 92786-62-4, NIST, EUA) foi usado para preparar
as solucBes padrdo de mercurio inorgéanico. A solucdo estoque de timerosal (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, EUA) a 50 mg L™ foi preparada pela dissolucdo da massa apropriada em agua e
completada até um volume final de 10 mL. O KMnOs (QUIMIBRAS, Brasil) a 1% (m/v) foi
preparado diretamente na agua, enquanto a mistura KBr/KBrOs (ambos Vetec, Brasil) foi
preparada combinando volumes idénticos de soluces diluidas de KBr (0,11 M) / KBrOs (0,017
M) em meio HCI (Vetec, Brasil) a 1 M. A solugdo de &cido ascérbico (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, EUA) foi preparada diretamente em agua a 12% (m/v). O estudo dos interferentes foi
realizado simulando as espécies presentes nas vacinas. Os seguintes compostos foram
avaliados: NaCl (Vetec, Brasil), KAI(SO4)2.12H.0O (Merck, Darmstadt, Alemanha) e
Na;HPO4.2H20 (Vetec, Brasil).

As amostras de vacinas foram adquiridas em unidades bésicas de saude (Jequia da Praia,
Alagoas, Brasil) e armazenadas de acordo com as instrucdes do fabricante de 2 a 8 °C. As
vacinas utilizadas para otimizar e validar o método foram contra difteria e tétano (DT), hepatite
B (HB) e difteria, tétano e coqueluche (DTP).

2.3.2 Fabricacéo de dispositivos analiticos baseados em papel (PAD)

O PAD foi produzido usando a técnica de impressdo em cera descrita por CARRILHO
et al. (2009). O layout do dispositivo foi projetado usando o software Corel Draw™ versao X8
para conter 60 microzonas (7 mm de diametro cada) dispostas em 6 colunas e 10 linhas. A
impressao foi realizada em papel cromatografico (Whatman N° 1, 20 cm x 20 cm) em uma
impressora de cera Xerox (modelo ColorQube 8570, Xerox Corporation, Rochester, NY,
EUA). O dispositivo impresso em cera foi aquecido a 150°C por 2 minutos até que a cera
derretesse completamente para formar barreiras hidrofébicas no substrato de papel. Finalmente,
um lado do dispositivo de papel foi coberto com fita adesiva para evitar vazamento de amostra
(NOGUEIRA et al., 2019; TAVARES et al., 2021).
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2.3.3 Determinando TM usando o método proposto

A metodologia para determinacdo do TM foi baseada na reacdo do Hg(ll) com a
ditizona formando um complexo com estequiometria 1:2 em meio &cido
(PRASERTBOONYAI et al., 2016). Em cada zona de detecc¢do de PAD foi adicionado 0,75 pL
do reagente cromogénico e o aparelho foi deixado secar por 1 min. Em seguida, 1,5 pL da
solugédo padrdo ou amostra contendo Hg(ll) foi adicionado e deixado secar completamente a
zona de deteccdo no PAD. As imagens das zonas de reacdo foram obtidas por digitalizacéo
(600 dpi), e a intensidade de cor de cada reservatorio contendo a ditizona e Hg(ll) foi analisada
usando o software Corel Photo-Paint™ nos canais de cor vermelho, verde e azul ( RGB).

A metodologia para determinacdo do TM foi baseada na reagdo do Hg(ll) com a
ditizona formando um complexo com estequiometria 1:2 em meio 4&cido
(PRASERTBOONYAI et al., 2016). Em cada zona de detec¢do de PAD, 0,75 uL do reagente
cromogénico foi adicionado e o dispositivo foi deixado secar por 1 min. Em seguida, 1,5 pL da
solugédo padrao ou amostra contendo Hg(ll) foi adicionado e deixado secar completamente a
zona de deteccdo no PAD. As imagens das zonas de reacdo foram obtidas por digitalizacdo
(600 dpi), e a intensidade de cor de cada reservatorio contendo a ditizona e Hg(l1) foi analisada
usando o software Corel Photo-Paint™ nos canais de cor vermelho, verde e azul ( RGB).

Como o principio do método colorimétrico é baseado na reacdo entre ditizona e Hg(ll) e
ndo diretamente com TM, foi necessario converter o0 composto organico de mercdrio para sua
respectiva forma inorganica (Esquema 1). Assim, foram avaliados sistemas oxidantes para
promover a digestdo do TM nas solugbes padrdo e nas amostras de vacina utilizando a mistura
KBr/KBrOs ou KMnO4 descrita por Oliveira et al. (2021). O protocolo de digestdo foi realizado
utilizando diferentes sistemas oxidantes. Inicialmente, em um baldo volumétrico adicionou 1,2
mL de HCI 6 M e 1,00 mL de solugcdo padrdo TM ou as amostras (vacinas). As amostras de
vacina foram previamente diluidas em &gua para ajustar as concentra¢cdes. Ao utilizar o sistema
oxidante KBr/KBrOs, 0,75 mL da mistura foi adicionado ao baldo volumétrico contendo TM
em meio acido (solucdo padrdo ou amostra), e 5 min foram deixados para o processo de
oxidacdo. Em seguida, adicionou-se 0,12 mL de &cido ascorbico 12% (m/v) para retirar o
excesso de bromo do meio reacional (conversdo de Br, em Br). Finalmente, o volume total foi
completado para 5,00 mL com &gua ultrapura. Quando KMnQO4 foi usado como oxidante, as
mesmas etapas iniciais foram realizadas; no entanto, para oxidacdo de TM, 1,0 mL de 1,0%

(m/v) de KMnOs foi adicionado e, ap6s 5 min, 0,54 mL de 12% (m/v) de acido ascorbico foi
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adicionado para reduzir qualquer excesso de MnO4- para Mn(ll) (TALL et al., 2021; WU et
al., 2012).

Esquema 1. (A) ReagBes envolvidas no procedimento de digestdo de TM para formagédo de Hg(ll) em
meio acido e (B) Reacdo de ions inorganicos de mercurio com ditizona (meio &cido) no PAD.

(A) Digestdo (preparagdo da amostra): conversdo de TM (Etilmerctrio) em Hg(II)

— o) 0] o O
s . "+ “Hg” N
\Hg/\ ————
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(2) BrOy + 5Br + 6H* — 3Bry, + 3H,0,

(3) 2EtHg* + 5Bry — 2EtBr + 2HgBr,*

(B) Formacdo do complexo colorido no PAD

Ditizona e [ / /@ TR A

(
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Aumento da concentragdo de Hg(II)

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

2.3.4 Método de referéncia (CV AFS)

O método de referéncia foi realizado conforme descrito por Oliveira et al. (2021). As
amostras de vacina foram mineralizadas em um sistema de micro-ondas pressurizado e
fechado, equipado com dez rotores (SK-10) e sensores de temperatura e pressao (Ethos One,
Milestone, Italia). As digestBes por micro-ondas foram realizadas em triplicata (n = 3) de
acordo com o seguinte procedimento: 0,50 mL de cada amostra de vacina foi introduzido no
recipiente de reacdo; em seguida, foram adicionados 6,0 mL de HNOz 65% (m/m), 2,0 mL de
H202 30% (m/m) e 3,0 mL de &gua ultrapura, seguindo as condi¢des do programa de
aquecimento (Tabela 1). Medi¢6es da concentracdo total de mercurio resultante da oxidagéo do

TM foram realizadas em um espectrometro de fluorescéncia atbmica com maédulo de vapor frio
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(CV AFS) (modelo PSA 10.025 Millennium Merlin, PS Analytical, Orpington, Reino Unido).
O método empregando CV AFS apresentou uma curva analitica de 1,0 a 20 pg L™ usando o
padrdo de mercdrio inorganico. Finalmente, as solugbes das amostras digeridas foram
analisadas e a concentracdo de TM foi obtida a partir da concentragdo total de mercdrio usando
a relacdo estequiométrica.

Tabela 1. O programa de aquecimento usado na digestdo assistida por micro-ondas de amostras de
vacinas.

Etapas Tempo (min) Poténcia (W) Temperatura (°C)
I 15 700 TA"-130
I 20 700 130
i 15 1000 130 - 180
1\ 20 1000 180

“TA = temperature ambiente
Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

2.3.5 Andlise estatistica

Neste trabalho, todos os parametros foram otimizados com base na sensibilidade analitica
de cada condicdo. Assim, todas as curvas analiticas foram construidas com um minimo de
cinco pontos (n = 5) de acordo com a equacao:

IP=axCug+Db Equacéo (1)

onde IP e o valor total da intensidade do pixel, Cng € a concentracéo de mercurio inorganico; a
é a inclinacdo da curva analitica, e b é a interceptagdo. O coeficiente de correlacdo linear (r) foi
calculado para avaliar o arranjo dos pontos em termos de comportamento linear (MILLER et
al., 2018). O limite de deteccdo (LOD) foi estimado usando a equagdo LOD = (3xsb)/a, onde sh
corresponde ao desvio padrdo do branco analitico (n = 10). A reprodutibilidade foi avaliada
usando o desvio padrdo relativo (RSD) de dez medicBes independentes. O teste de hipotese
(teste t de Student) foi utilizado para avaliar os resultados em um intervalo de confianca de

95% (o= 0,05) para todos os procedimentos.

2.4 Resultados e Discussao
2.4.1 Principio do método e avaliacao preliminar

A determinagdo colorimétrica de TM pode ser realizada direta ou indiretamente
[degradacdo de TM para Hg(l1)] usando ditizona como reagente. A reac¢do entre TM e ditizona
ocorre em meio basico (método direto, Amax = 538 nm, Esquema 2), (ZAREBA et al., 2015;
SHRIVASTAW et al., 1995), bem como com Hg(ll) (método indireto, Amax = 490 nm,
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Esquema S1) (KHAN et al., 2005), levando a formacdo de complexos estaveis com
estequiometrias de 1:1 e 1:2, respectivamente. No entanto, dependendo das condic¢des de reacao
e instrumentacdo, o método TM-ditizona pode ser 10-20 vezes menos sensivel do que o
procedimento Hg(I1)-ditizona (PEREZ-CABALLERO et al., 2016).

Esquema 2. (1) O equilibrio de TM em meio aquoso leva a formagdo de derivados do é&cido
tiossalicilico e etilmercurio. (2) Reacédo de etil mercario com ditizona em meio basico.

(1) SO\ —

Etilmercurio
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538 nm

é

Q
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Assim, os sistemas TM-ditizona e Hg(ll)-ditizona em papel foram avaliados para
selecionar qual reacdo produziria um cromoforo estavel e um método sensivel. Em cada PAD,
uma quantidade adequada de reagente cromogénico (ditizona, em meio basico ou acido) foi
adicionado a zona de reacdo e seco a temperatura ambiente. Uma solu¢édo padrao contendo TM
ou Hg(ll) foi entdo depositada na mesma zona de reacdo com outra etapa de secagem. Apds a
formacgdo do complexo colorido TM-ditizona (Figura 6A) ou Hg(ll)-ditizona (Figura 6B), a
intensidade da cor foi medida no canal de cor RGB. Em ambos os sistemas, em condi¢es nao
otimizadas, percebeu-se que houve variacdo de cor. No entanto, 0 método empregando a reacao
do Hg(ll) apresentou uma sensibilidade 11 vezes maior do que a reagdo TM-ditizona. Assim,
para desenvolver uma metodologia de determinacdo de TM de forma simples, sensivel, de
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baixo custo, portéatil e ecologicamente correta, foi selecionada a reacdo entre Hg(ll) e ditizona
em meio acido com deteccdo colorimétrica, utilizando PADs como uma plataforma analitica
(WANG et al., 2014; CAl et al., 2017). O meio acido garante a seletividade para medicao de
mercurio em amostras de vacinas (que contém AICI3) e ndo compromete a sensibilidade do

método.

Figura 6. Formagdo do complexo colorido (A) TM-ditizona e (B) Hg(lIl)-ditizona, ambos os sistemas
em PAD (n = 6). Dentro da Figura 6a, a reacdo entre TM e ditizona em uma solu¢do aquosa é mostrada.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

2.4.2 Otimizacé&o das condicBes do método
2.4.2.1 Concentragéo da Ditizona

As etapas de otimizagdo do sistema foram realizadas com solugdes de Hg(ll), uma vez
que esta espécie de mercdrio foi gerada ap6s a digestdio do TM e apresentou maior
sensibilidade para o método aplicado. A concentracdo do reagente cromogénico (ditizona) afeta
drasticamente a sensibilidade do método, uma vez que controla a quantidade do complexo
colorido de Hg(ll)-ditizona formado na zona de detec¢do do pPAD. A concentracdo de ditizona
foi avaliada de 0,25 a 3 mM, e as condi¢Ges de maior sensibilidade foram alcancadas em 0,75
mM (Figura 7A). Valores acima de 0,75 mM reduziram em até 83% a sensibilidade do método.
Essa variacdo negativa na sensibilidade foi possivelmente causada por uma diminuicdo na
solubilidade da ditizona (formacdo de agregados moleculares) atraves do aumento da
concentragdo em meio aquoso (PEDROZO-PENAFIEL et al, 2012). Além disso,
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concentracfes colorimétricas de reagentes inferiores a 0,75 mM reduziram a sensibilidade
devido a formacdo limitada de complexos (PEDROZO-PENAFIEL et al., 2012; PENAGOS-
LLANOS et al., 2019).

2.4.2.2 Efeitos da acidez (H2SOa4 e HCI) na sensibilidade

Em geral, a formacéo de complexos metalicos com ligantes organicos depende do pH da
solucdo, que influencia na constante de formacao (Kf) e na seletividade do método. Entretanto,
o sistema Hg(ll)-ditizona apresenta alto Kf mesmo em meio acido (logKf = 40,34, em HCI de
0,6 a2,7 M)( MARTELL et al., 1952), permitindo assim a determinacao dessa espécie com boa
seletividade frente a outras cations metalicos.

O controle da acidez do meio na reacédo entre Hg(ll) e ditizona é geralmente realizado
pela adigdo de H>SO4 (CAI et al.,, 2017; CAMPANELLA et al., 2013) A influéncia da
concentracdo de H2SO4 na sensibilidade do método foi avaliada de 0,05 a 0,4 M (Figura 7B), e
aumentando a concentracdo de acido proporciona aumento de sensibilidade. Esse perfil foi
possivelmente obtido devido a disponibilidade de ions Hg(ll) no meio &cido, pois, em meio
neutro a béasico, o Hg(ll) pode formar hidroxicomplexos (CHEN et al., 2016). Embora a
sensibilidade do método tenha aumentado cerca de 2,5 vezes na condigdo de acidez maxima em
relacdo ao estado inicial ([H2SO4] = 0,05 M), ndo foram avaliadas maiores concentragdes de
acido, pois pode ocorrer degradacdo do papel e levar a formacdo de buracos na superficie
devido a capacidade desidratante do &cido sulfurico (TAKAHASHI et al., 2009).

Além disso, foram avaliados os efeitos da concentracdo de HCI no meio reacional
(Figura 7C), e a sensibilidade aumentou 63% quando a acidez variou de 0,1 a 1,5 M. No
entanto, nao foi observada diferenca estatistica (95% de confianca) entre HCI 1,0 a 1,5 M. No
procedimento de digestdo de amostras de vacina adotado para determinacdo de TM (WU et al,
2012), o HCI apresentou os melhores resultados (usando KBr-KBrO3 ou KMnO4); além disso,
a acidez residual apés as digestdes das vacinas foi igual a 1,0 M. Assim, foi utilizado HCI 1,0

M no método proposto.
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Figura 7. Pardmetros quimicos para determinacdo de mercurio total usando sensibilidade analitica
(parametro de deciséo): A) ditizona, B) H.SO4 e C) concentragdes de HCI. CondigOes experimentais:
Hg(ll) de 1 a 12 mg L, e medidas realizadas no canal de cor RGB (n = 5). O PAD mostrado em cada
figura corresponde a curva analitica na condicéo selecionada.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

2.4.2.3 Avaliacéo do volume (amostra/ditizona) e tempo de secagem

O volume total da amostra/reagente e o tempo de secagem sdo parametros importantes
para o desenvolvimento de metodologias utilizando PAD. O volume do reagente cromogénico
na zona de deteccédo foi avaliado de 0,75 a 4,0 uL. Uma vez que a solucdo de ditizona foi
preparada em etanol, notou-se que o aumento do volume de 1,5 pL causou uma reducéo
acentuada na formacéo de cor. Em comparacdo, para 3,0 e 4,0 uL, ocorreu a ruptura da barreira
hidrofébica do PAD (Figura 8), impossibilitando a andlise. Portanto, o volume da solucdo de
ditizona de 0,75 pL foi selecionado porque houve uma variagdo acentuada de cor além de ndo
quebrar a barreira hidrofobica. A influéncia do tempo de secagem da solucéo de ditizona (0,5 a
3 min) na sensibilidade do método foi avaliada (Figura 9a). A partir de 1 min ndo houve
variacdo significativa da sensibilidade; assim, este tempo foi selecionado para as etapas
subsequentes.
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Figura 8. Efeito do volume de ditizona no PAD ap6s adicao (linha B).

N
/\(’)Q‘ 63&) QQ'\) \?8)
7_ er W D e

A 4

Volume de ditizona
Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

O volume da solucdo padrdao de Hg(ll) foi avaliado de 1,0 a 5,0 pL (Figura 9b). O
aumento do volume da amostra levou a uma reducdo de sensibilidade de 40% (5,0 pL) e
aumentou o tempo de andlise, pois é necessario um tempo de secagem maior. Um volume de
solucdo de analito de 1,0 pL foi, portanto, selecionado. O tempo de secagem (3 - 6 min) da
solucdo de Hg(ll) no PAD (Figura 9c) também foi avaliado. Nesta etapa, foi necessario um
intervalo maior do que para a secagem da solugéo de ditizona, pois a amostra foi preparada em
meio aquoso (HCI 1,0 M). No entanto, a solucdo de ditizona foi preparada em um solvente
organico (etanol). Portanto, 3 min foi o tempo minimo para garantir a secagem da zona de
deteccdo, sem variacdo significativa (95% de confianga) do intervalo de tempo avaliado. Em
Gltima analise, o tempo de secagem de 3 minutos para a zona de amostra foi usado na versédo
otimizada do método desenvolvido.

Figura 9. Influéncia na sensibilidade do método analitico utilizando PAD para os seguintes parametros:
(A) tempo de secagem da ditizona, (B) volume de Hg(ll), e (C) tempo de secagem da amostra (n = 6).
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2.4.3 Figuras de mérito

As figuras mérito do método foram estabelecidos ap6s a otimizacdo das principais
variaveis quimicas e fisicas a serem utilizadas com mercurio inorganico como padrdo. O
método proposto apresentou uma faixa linear de 1,7 - 11 mg L™, descrita pela equacdo IP =
2,0(20,1)%xChg + 1,3(x0,7) com r = 0,9950 (n = 7) (Figura 10), e um limite de detec¢do (LOD,
3c) de 0,5 mg L (n = 10). O desvio padrio relativo (RSD, n = 10), considerando os niveis de
concentragio nos extremos da curva analitica de 3,6% (3 mg L) e 0,59% (9 mg L), indicou
que a metodologia proposta apresenta boa precisdo. Além disso, 0 método proposto forneceu
pardmetros analiticos compardveis a outras metodologias descritas na literatura para
determinacédo de mercurio inorganico (Tabela 2). Em alguns casos, 0 método proposto mostrou-
se menos sensivel do que outros estudos relatados; no entanto, mais simples em relagdo ao
sistema de reacdo e fabricacdo do dispositivo. Neste contexto, deve-se considerar que a
aplicacdo do método desenvolvido visa a determinacdo de TM e ndo de Hg(ll); assim, os
valores de mérito obtidos sdo adequados quanto ao nivel de analito normalmente encontrado
nas amostras (até 100 mg L) (GONZALEZ et al., 2018).

O método proposto revelou melhores parametros analiticos do que o método que
emprega a estratégia de medicdo baseada em distancia, que também utilizou ditizona como
reagente colorimétrico e foi semelhante ao método que utilizou nanoparticulas de curcumina.
Os demais metodos apresentaram limites inferiores de deteccdo e faixa linear. Embora
demonstrem boa sensibilidade, apresentam desvantagens, como instrumentacéo mais complexa,
necessidade de sintese de nanoparticulas e pontos quanticos e custos mais elevados do que o
método proposto.
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Figura 10. (A) Dispositivo PAD com alteracGes cromaticas correspondentes a variacdo da concentracao
de Hg(ll) até a saturacdo; (B) Faixa linear de resposta de intensidade de cor em fun¢do da concentragdo
de mercurio idnico (n=6).
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Considerando a faixa linear obtida para o método proposto, a determinagdo de TM em
vacinas € viavel, pois 0s niveis de concentracdo dessa espécie de mercdrio nesse tipo de
amostra geralmente estdo entre 50 - 100 mg L™ (GONZALEZ et al., 2018; ABDOLLAHIYAN
et al., 2021). Assim, para uso em estudos posteriores, as condi¢Bes otimizadas de deteccao de
mercurio no PAD foram mantidas, potenciais interferéncias nas amostras de vacina foram
avaliadas e a conversdo de TM para Hg(ll) usando diferentes estratégias de oxidagdo quimica

em um sistema aberto.
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Tabela 2. Comparacao dos parametros analiticos de diferentes metodologias para determinacdo de mercurio usando uPAD com diferentes sistemas de detecgéo.

RSD (%)

Pardmetro de medicdo LOD Faixa Linear Sistema de reacdo Amostras Referéncia
Distance 093mgL! 1-30mgL? - Ditizona em NaOH Amostra de agua sintética (CAletal., 2017)
Colorimétrico 207pgL? 52-103pgL?t - Nanoparticulas de platin Aguas da lagoa e da torneira (CHEN et al., 2016)
Colorimétrico 086ugL? 1-4puglLt 2.4 Nanoparticulas de prata Agua de rio (FIRDAUS et al., 2016)
Colorimétrico ) _ (MEELAPSOM et al.,
lpgL? 0.05-7pnglL? 4.1 Nanoparticulas de prata Agua potéavel e de torneira
2016)
Colorimétrico 10ug L* 20-150 pg Lt - Nanoparticulas de ouro  Aguas de lago e de rios (CHEN et al, 2014)
Colorimétrico Nanoparticulas de i ) ) o (POURREZA et al.,
0.17mgL?* 05-20mgL? 4.5 ) Aguas de torneira e industriais
Curcumina 2016)
Colorimétrico 049mgL! 10-72mgLt - Nanoparticulas de ouro  Amostra de urina 'g‘og?OLLAHlYAN etal,
Fluorimetrico 0.18ugL! 051-20pglL? 3.1 Quantum dots de CdTe Agua de rio e de mar (WANG et al., 2022)
Colorimétrico 001mgL?! 0.02-1mglL? 3.5 Nanoparticulas de prata Aguas de lagoa, rio e industriais (MONISHA et al., 2021)
Colorimétrico 05mgL? 15-11mglL™? 3.6 Ditizona em ethanol Vacinas (determinacdo de TM) Este trabalho

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.
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2.4.4 Avaliacdo de espécies interferentes em vacinas e conversao de TM para Hg(ll)

No ensaio de efeito de matriz, a composi¢do da amostra foi utilizada para avaliar se as
espécies presentes nas vacinas podem interferir na aplicagdo da metodologia proposta. As
principais espécies descritas nas amostras foram: Na* (8 g L), K* (100 mg L), CI" (8 g L),
AI(I11) na forma de hidroxido de aluminio (AI(OH)s, 173 mg L), sulfato (SO4%, 50 mg L) e
sais de fosfato (H.PO4 + HPO4%, 1150 mg L. Os efeitos dessas espécies foram avaliados de
duas maneiras considerando as concentracfes presentes nas vacinas: (i) um padréo inorganico
de mercdrio e potenciais interferentes foram usados sem realizar o procedimento de digestdo
(Figura 11A); e (ii) o padrdo TM e as espécies a serem avaliadas foram adicionados ao meio
reacional, e dois sistemas de digestdio KBr/KBrOs e KMnO4 foram entdo testados, usando
acidos diluidos (Figura 11B).

Figura 11. A) Avaliacdo de possiveis interferéncias do método sem a etapa de digestdo utilizando
padrdo Hg(ll) e B) Avaliacdo de possiveis interferéncias do método proposto com a etapa de digestdo

(KBr/KBrO3 e KMnQ,) utilizando padrao TM. Condigdes: Caitizona = 0,75 mg L, Chg(ll) = 5,0 mg L,
Crm=10mgLte[HCI]=1,0 M.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

O primeiro passo foi avaliar possiveis interferéncias quanto ao efeito frente ao
reagente colorimétrico jA que a ditizona ndo é um reagente seletivo. Os resultados
demonstraram que as espécies nado interferiram quando comparado com o padrdo de mercdrio
inorganico; ou seja, a ditizona ndo reagiu com as espécies avaliadas para formar um produto
colorido (Figura 11A). Esta baixa interferéncia deve-se principalmente a presenca de ions
AI(I11), e deve estar relacionada a reacdo ocorrendo em meio acido. Entretanto, a intensidade
da coloragéo foi reduzida quando a digestdo do TM foi realizada com as misturas KBr/KBrOs

(para a maioria dos interferentes avaliados), e apenas para o fosfato ndo houve reducdo na
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intensidade da cor (Figura 11B). Em contraste, quando KMnQO4 foi usado como solucédo
digestora, as intensidades de cor foram semelhantes ao procedimento usando apenas TM
(sistema de referéncia) (Figura 11B). ANOVA one-way foi aplicada e nenhuma diferenca
significativa foi encontrada em um nivel de confianca de 95% para o sistema usando 0
oxidante KMnOs.

VariacOes nos resultados (dependendo do tipo de sistema oxidante utilizado) podem
ser explicadas pelas espécies formadas no meio reacional e pelos potenciais padrdes de
reducdo. Na mistura KBr/KBrOs, 0 agente oxidante € o Bry (E° = +1,08 V) formado em
solucéo; entretanto, o uso de KMnO4 (E° = +1,51 V), que atua na oxida¢do do TM em meio
acido (HCI), pode levar & formacéo de cloro gasoso (Clyg) + 2 — 2ClI", E° = +1,36 V) como
oxidante auxiliar, que apresentaria oxidacdo mais forte que o bromo (LAMBLE., HILL, 1996;
WALLAU et al., 2015). Assim, usar KMnO4 em meio acido para digerir TM na presenca dos
interferentes foi mais eficaz em converté-lo em mercurio inorgénico. Portanto, as digestdes
das amostras de vacina foram realizadas apenas com a solucdo de KMnOg para determinacgéo
de TM.

2.4.5 Aplicacdo do método em amostras de vacinas

O método proposto foi aplicado em amostras de vacinas contra difteria-tétano (DT),
hepatite B (HB) e difteria, tétano e coqueluche (DTP). Segundo o fabricante, essas vacinas
contém 100 mg L de TM em sua composico. A aplicagdo do método segue duas estratégias
relacionadas aos ensaios de dependéncia e recuperacdo para avaliar potenciais efeitos de
matriz associados a adi¢cdo de mercurio inorganico e TM em amostras de vacinas (Tabela 3).

Independentemente da espécie de mercurio adicionada, as recuperagbes foram
quantitativas para todas as vacinas em funcdo da adicdo de Hg(ll) (92 a 107%) e TM (89 a
112%). Os resultados obtidos neste estudo foram comparados com o método de referéncia:
digestdo. Aplicando o teste t de Student pareado para comparar os resultados obtidos pelo
método proposto em relacdo ao método de referéncia, foi possivel concluir (com nivel de
confianca de 95%) que ndo houve diferenca significativa. Os resultados mostram que o
KMnO4 degrada efetivamente o mercirio organico, embora a matriz (vacina) seja um sistema
heterogéneo e complexo. A utilizagdo do KMnO4 na etapa de digestdo demonstrou que o
método desenvolvido com o PAD foi eficaz para determinacdo de mercurio total (timerosal)

em vacinas, além de ser rapido, simples, exato e preciso.
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Tabela 3. Determinacdo de Hg(ll) total e TM em amostra de vacina pelo método proposto apds digestdo com KMnO4 (n = 3), ensaio de adigdo e recuperacao e
comparacao dos resultados com o método de referéncia (CV AFS). Todas as amostras de vacina foram diluidas 1:2 com &gua ultrapura antes da analise.

Especies de . Adicioado Determinado 0 Recuperado Concentragéo (mg L)
mercurio Vacina (mg LY (mg LY RSD (%) (%) Este trabalho CV AFS !Declarado
0 3.60 1.97 -
1.5 5.07 0.99 98
HB 30 6.68 075 102 450+£1.0 445 +£5.0 50
5.0 8.70 1.03 102
0 3.85 1.85 -
15 5.13 1.93 92
Hg(ll) DT 30 6.89 0.86 101 475+35 471+1.3 50
5.0 8.80 1.71 100
0.0 4.14 1.89 -
15 5.75 2.81 107
DTP 3.0 7 64 285 92 51.5+3.0 56.1+£0.5 50
5.0 9.47 3.02 106
0.0 6.90 1.47 -
3.0 9.18 1.51 96
HB 6.0 14.44 0.96 97 86.2+2.0 88.9+11.2 100
10.0 17.16 1.38 103
0.0 7.68 1.92 -
3.0 10.18 1.08 103
™ DT 6.0 14.44 143 112 88.5+8.0 93.9+26 100
10.0 18.32 1.41 106
0.0 8.08 1.47 -
3.0 10.74 2.07 89
DTP 6.0 14.70 253 110 101 +8 102+1 100
10.0 18.82 1.32 107

A concentracéo declarada nas amostras de vacina foi apenas para o0 TM, enquanto a concentragdo de mercurio idnico foi estimada.
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2.4.6 Comparacdo do perfil verde da metodologia desenvolvida usando PAD com o
método de referéncia (CV AFS)

Devido a necessidade de desenvolver métodos ecologicos e ecologicamente corretos,
buscamos reduzir os impactos da geracdo de residuos, manipulagdo humana e exposi¢do a
reagentes téxicos. A quimica analitica visa desenvolver procedimentos baseados nos
principios da quimica verde, metodologias com menos etapas, menor gasto de energia, uso de
solventes ndo toxicos e ndo poluentes e menores volumes de reagentes e amostras (MERONE
et al., 2021). A metodologia proposta neste estudo usando PAD foi comparada aos métodos
de referéncia (MW e CV AFS) relativos aos 12 principios da quimica analitica verde através
da calculadora Analytical GREEnness desenvolvida por Pena-Pereira et al (PENA-PEREIRA
et al., 2020). Esta calculadora permite afirmar que o método PAD proposto, com uma
pontuacdo de 0,72 (maximo = 1), em comparacdo com a metodologia de referéncia
(pontuacdo de 0,3), é, de fato, um procedimento mais verde que segue mais perfeitamente os
principios da sustentabilidade (Figura 12).

Figura 12. Comparacéo da intensidade verde usando a calculadora AGREEness para comparar 0S
métodos proposto e de referéncia utilizados neste trabalho: A) método proposto usando PAD e B)
método de referéncia (MW e CV AFS).
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.
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2.5 Conclusao

Foi desenvolvida uma metodologia para quantificar TM como mercdrio total em vacinas
utilizando PADs, na qual foi explorada a reagdo colorimétrica entre Hg(ll) e ditizona em meio
acido. Apds otimizacdo dos parametros experimentais, o método foi aplicado com sucesso em
amostras de vacinas para obtencdo de recuperagdes quantitativas. Os resultados foram
validados estatisticamente pelo CV AFS (referéncia), e os valores obtidos ndo diferiram
significativamente (95% de confiancga) dos valores de referéncia, demonstrando que o método
é preciso. Além disso, 0 método proposto pode ser considerado mais ecolégico que o método
de referéncia. A metodologia desenvolvida apresenta potencial para determinacdo de mercdrio
em amostras de vacinas, viavel para analises de rotina com vantagens como simplicidade,

rapidez e baixo custo.
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3 APLI'CAQAO DE SONDA FLUORESCENTE PARA DETERM'INACAO DE
PROTEINAS TOTAIS COM EMISSAO NO INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR)
EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

3.1 Introducao

As albuminas séricas sdo as mais abundantes e mais importantes, dentre as proteinas
presentes no plasma sanguineo, pois constituem aproximadamente 52% da composicao
proteica desse sistema e desempenham muitas fungdes fisiol6gicas, como o transporte de
diferentes espécies enddgenas e exodgenas. Assim, a albumina sérica humana (HSA) atua
como o principal transportador para uma variedade de pequenas moléculas, acidos graxos,
cations e drogas diversas (ZHU et al., 2007; HOU et al., 2007).

Por essa razdo, a concentracdo de HSA é um indicador chave relacionado a salde
humana, sendo assim, os niveis normais dessa proteina no corpo humano variam de 3,5 a 5,5
g dL? no soro e até 100 mg L™ na urina (GATTA et al., 2012; STANYON et al., 2012).
Portanto, um nivel anormal de HSA em um fluido corporal pode estar associado a problemas
de saude, como a hipoalbuminemia (baixo nivel de HSA no soro), que é frequentemente
observada em pacientes com desnutricdo e cirrose e a hiperalbuminemia (alto nivel de HSA
na urina) estd relacionada a doenca renal, diabetes mellitus e hipertensdo. Portanto, a
determinacdo de HSA em fluidos bioldgicos é de grande importancia e com potencial direto
para o diagnostico clinico (STANYON et al., 2012; XIAO et al., 2023).

Os métodos tradicionais para a determinacdo de proteinas, como 0 ensaio de Lowry
(LOWRY et al., 1951), o método de Bradford (BRADFORD, 1976), o método de Kjeldahl
(ZOR., SELINGER, 1996) e 0 método de biureto (SHRIVASTAW et al., 1995) apresentam
varias desvantagens relacionadas a baixa seletividade e sensibilidade, além de serem
procedimentos onerosos e com varias etapas (MORI et al., 1995; GUO et al., 2000). Neste
sentido, o desenvolvimento de procedimentos analiticos rapidos, simples e com baixos limites
de deteccao para determinacdo de proteinas totais expressas em fungdo de HSA em amostras
bioldgicas como sangue, urina e extratos celulares € de fundamental importancia. Por essa
razdo, diversas metodologias e sondas analiticas tém sido desenvolvidas para quantificar
HSA, empregando métodos espectrofotométricos (JIANG., LUO, 2004), imunoquimicos
(LABIB et al., 2016), eletroquimicos (CIEPLAK et al., 2015), eletroforese (HASELBERG et
al., 2007) e por fluorescéncia molecular (LEE et al., 2019; ZAIA et al., 2005; PATONAY et
al., 2005).

Entre as técnicas mencionadas, a fluorescéncia molecular tem se destacado como uma

ferramenta para deteccdo de HSA e outras proteinas em amostras bioldgicas, devido sua
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elevada sensibilidade, rapidez e eficiéncia, permitindo também o monitoramento por meio de
técnicas de imageamento em diferentes sistemas celulares (CHEN et al., 2020). Assim, nos
ultimos anos, diversas sondas fluorescentes tém sido desenvolvidas com diferentes modos de
acdo para determinacdo de HSA e outras proteinas, dentre esses mecanismos destaca se 0
modo off-on. Uma sonda com o modo de acdo off-on atua devido a interacdo do analito com
um reagente ndo fluorescente, formando um complexo fluorescente supramolecular ou
provocando uma mudanca na conformacdo da molécula receptora, sem a formacdo de
ligacOes covalentes. Dentre essas sondas, destacam se os derivados de cianina, pois
apresentam caracteristicas como alta seletividade e sensibilidade e emissdo na regido do
infravermelho préximo (NIR) (BRAGA et al., 2019; LIU et al., 2022). Nesse sentido, sondas
que podem ser excitadas e emitem nas regides no NIR se destacam para a determinacgéo direta
de HSA em amostras biol6gicas complexas, pois ndo afetam a maioria dos tecidos pela
exposicdo a radiacdo eletromagnética, por ndo apresentarem autofluorescéncia (600 a 900
nm), e possuem maior penetrabilidade nos tecidos, aproximadamente 5 mm (WANDERI et
al., 2022; LI et al.,, 2018), além de respostas rapidas, fotoestabilidade, sensibilidade e
seletividade. Dessa forma, o desenvolvimento e sintese de sondas fluorescentes para
determinacdo de HSA que possam emitir no NIR é um grande desafio com campo vasto de
aplicacdes biotecnoldgicas.

Desta maneira, o desenvolvimento de sondas fluorescentes para quantificacdo de HSA
explorando o conceito off-on com emiss@o no NIR apresentam grande relevancia, constituindo
assim um avanco na obtencdo de informagdes quimicas e bioldgicas, e sobretudo, no
estabelecimento de protocolos para diagnostico e aplicacdes terapéuticas. Portanto, este
trabalho avaliou uma sonda derivada do nucleo cianina heptametina com emissao no NIR para
quantificacdo de proteinas totais expressas em funcdo da concentragdo de HSA em amostras

de urina e plasma, visando um procedimento analitico rapido, seletivo, sensivel e simples.

3.2 Objetivos especificos

a) Otimizar a metodologia quanto aos parametros quimicos e fisicos: pH do meio, composicéo
da solugdo tampdo, concentragdo da solugdo tampéo, forca idnica e concentracdo da sonda,

entre outros;

b) Determinar a constante de ligacdo, estequiometria sonda-HSA, Sitio de ligacdo,

seletividade e possiveis interferentes;
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c) Estabelecer as principais figuras de mérito e validar o método analitico;
e) Aplicar o método otimizado em amostras biologicas (soro e urina);

3.3 Procedimento experimental

3.3.1 Reagentes e preparo das solucoes

Todas as solucdes foram preparadas com agua (condutividade < 0,1 pS cm™) obtida
pelo sistema Master System 2000 (Brasil, Gehaka). Os reagentes utilizados no
desenvolvimento dessa metodologia sdo de grau analitico ou foram sintetizados, sem
necessidade de etapas de purificacdo adicional. A solucdo estoque da sonda SHP a 2 mM foi
preparada a partir da dissolucdo direta do sélido em 2 mL de DMSO, sendo conservada sob
refrigeracdo a 4 °C. As diluicdes subsequentes quando necessarias foram realizadas em
tampéo PIPES (10 mM, pH 8,0). A solugdo estoque de HSA (Sigma-Aldrich, USA) a 0,73
mM foi preparada a partir de dissolucdo direta do solido em agua ultrapura. A partir desse
estoque, foram realizadas dilui¢cbes sequenciais das solucdes de trabalho para estabelecer a
curva analitica. A solugdo tampdo PIPES (Sigma-Aldrich, USA) a 10 mM foi preparada pela
dissolugcdo de massa apropriada diretamente em agua ajustado para pH 8,0 com solucdo de
NaOH 0,1 M (Merck, Alemanha). As solugbes de varfarina, ibuprofeno, diazepam, acido
salicilico, bilirrubina, digitoxina, hemina e tiroxina (Sigma-Aldrich, USA) utilizadas para
determinacdo do sitio de ligacdo preferencial foram preparadas dissolvendo diretamente
quantidade adequada do s6lido em DMSO e posterior diluicdo em solucdo tampao. O estudo
dos interferentes foi realizado simulando as espécies presentes nas amostras bioldgicas.
Assim, foram avaliados 0s seguintes compostos: MgSO. (Vetec, Brasil), FeCls (Sigma-
Aldrich, USA), Fe(NH4)2(S04)2.6H20 (Vetec, Brasil), ZnSO4 (Synth, Brasil), CaCl, (Synth,
Brasil), Na;HPO..2H20 (Vetec, Brasil), cisteina (Vetec, Brasil), glicose (Vetec, Brasil), &cido
oleico (Sigma-Aldrich, USA), &cido linoleico (Sigma-Aldrich, USA), &cido miristico (Sigma-
Aldrich, USA), &cido estearico (Sigma-Aldrich, USA). Todas as solu¢Bes estoques foram
preparadas em agua ultrapura. As amostras de soro e urina analisadas foram a partir de
voluntérios sendo armazenadas em sob refrigeracdo (4 °C) com permissdo do Comité de Etica
em Pesquisa (CAAE 57998116.8.0000.5013).

3.3.2 Instrumentacao

As medidas de pH foram realizadas utilizando medidor de pH Gehaka (PG 1800,
Brazil) incerteza de + 0,01 acoplado a um eletrodo combinado de vidro. As massas dos
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reagentes foram medidas em balanca analitica Mettler Toledo (AG245, Estados Unidos) com
precisdo de 0,01 mg. As medidas espectrofluorimétricas foi realizada empregado
espectrofluorimetro (Shimadzu 5301 PCRF, Japdo) com cubetas de quartzo com 10 mm de
caminho optico. As medidas espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotometro de
varredura com duplo feixe (Micronal AJX-6100PC, Brasil), utilizando cubetas de quartzo

com 10 mm de caminho Optico.

3.3.3 Sintese e caracterizacdo da sonda fluorescente

A sonda (SHP) utilizada nesse estudo foi preparada por reacdo de condensacdo em trés
etapas conforme descrito por BRAGA et al. (2019). Em seguida o produto sintetizado foi
purificado por cromatografia em coluna usando silica gel e acetona/metanol (99:1) como
eluente. A sonda SHP sintetizada foi caracterizada utilizando técnicas espectroscopicas (IR,
'H e C RMN e MS), apresentando rendimento minimo de 67%.

3.3.4 Determinacdo de proteinas totais (HSA) pelo método proposto

Apls as etapas de otimizacdo do método envolvendo varios parametros fisico-
quimicos, a metodologia foi otimizada para determinacdo de proteinas totais (HSA) em
amostras de soro e urina. O procedimento geral ocorreu da seguinte maneira: foram
adicionados 50 pL de SHP a 400 uM, perfazendo uma concentracdo final de 10 uM apds
diluicdo, em seguida, se adicionou diferentes volumes da solucdo estoque de HSA a 0,73 mM,
e por fim, o volume final foi ajustado para 2,0 mL com solugdo tamp&o PIPES 10 mM (pH 8).
As medicdes espectrofotométricas (400 a 1100 nm) e espectrofluorimétricas (Aex = 580 nm /
Xem = 675 nm) foram entdo realizadas (Esquema 3). O sinal analitico de referéncia foi obtido a

partir de uma solucao sem a adicdo de HSA, e contendo todos os outros reagentes.
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Esquema 3. Formacao do complexo SHP com HSA evidenciando a restricdo da rotacdo das ligacdes.

c I
e B Py
é & e ‘?’%\: 580 nm 675 nm

Rotagdo de ligagdo
restrita

Desligado
COMPLEXO SHP-HSA

Ligado

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

3.3.5 Caracterizacéo do complexo sonda SHP-HSA

A estequiometria do complexo SHP-HSA foi determinada pelo método das variagdes
continuas (método de Job). Assim, foram preparadas solugdes contendo a sonda SHP e HSA,
onde variou- se a fracdo molar das duas espécies de 0 a 1 mantendo a soma das concentracdes
constante igual a 1. A partir do gréafico entre a intensidade de fluorescéncia em funcéo da
fracdo molar foi estabelecida a proporcdo estequiométrica em funcdo do valor maximo
(MORI et al., 1995).

Para a avaliacdo dos sitios de ligacdo da HSA com a sonda SHP foram utilizados
como marcadores a varfarina e acido salicilico (sitio 1), ibuprofeno e diazepan (sitio 2), o
subdominio IB foi monitorado empregando os marcadores hemina e bilirrubina e o
subdominio 111B foi monitorado empregando digitoxina, além da tiroxina que pode se ligar
aos sitio 1, sitio 2 e ao subdominio 1IB (GUO et al., 2000). As concentragdes de SHP e de
HSA foram mantidas constantes (5 pM), variando-se a concentragdo dos marcadores até 20
MM,

Para analise da cinética de reacdo e fotoestabilidade do complexo formado foram
realizadas medidas fluorimétricas em funcdo do tempo nas condi¢fes otimizadas. O ensaio
cinético e de fotoestabilidade do complexo formado foi realizado até 60 min com exposi¢do

direta da fonte de radiacdo (lampada de Xe de 150 W) durante todo tempo de analise.
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Os tempos de vida de fluorescéncia (t) foram realizadas wusando um
espectrofluorimetro NanoLogTM (HORIBA, Japdo) equipado com uma lampada de Xe
(pulsada) como fonte de excitagdo. O comprimento de onda de excitacdo e emissdo foram
ajustados para 580 e 675 nm, respectivamente. A emissdo de fluorescéncia emitida pelas
amostras foi registrada por monocromador equipado com uma grade de difracdo Horiba com
600 sulcos mm™ e blaze em 1000 nm para a selecdo de comprimentos de onda especificos, e
entdo detectada usando uma fotomultiplicadora (modelo R928P) sob a configuragdo TCSPC
(Time Correlated Single Photon Counting). Todas as medi¢Ges de tempo de vida foram
realizadas em temperatura ambiente e com 0s mesmos parametros instrumentais. As curvas
experimentais de decaimento do tempo de vida foram ajustadas ao modelo monoexponential

de acordo com a equacao (2):

L) =1 exp™ equagso (2)
Ir(t) e Iro indicam a intensidade de fluorescéncia em um tempo especifico t e no tempo zero
para a sonda SHP e para HSA, respectivamente.

O rendimento quantico (®) do complexo sonda SHP-HSA foi determinado por um
método comparativo, usando vermelho do Nilo (0,16 mM em metanol, ® = 38%) como
referéncia (JOSE; BURGESS, 2006). O @ foi calculado de acordo com a equacédo (3):

2

Q. =D, [ Me Jx[n—CJ equacéo (3)
Mot Thres

onde os termos “C” e “ref” representam 0 complexo sonda SHP-HSA (C) e o composto

vermelho do Nilo, respectivamente; “m” representa a inclinagdo da regressao linear do grafico

intensidade de fluorescéncia integrada vs. absorbancia e “#” o indice de refracdo do solvente

(1,33 neste caso). O efeito do filtro interno foi minimizado usando solu¢des com intensidades

de absor¢ao menor que 0,1.

3.3.6 Método de referéncia (Bradford)

O método de referéncia foi realizado em amostras de urina e soro e seguiram 0
seguinte procedimento. Todas as amostras de urina e soro foram centrifugadas a 5000 rpm (20
min) e 1400 rpm (10 min), respectivamente; em seguida, a parte sélida foi descartada e o
sobrenadante diluido na propor¢do de 1:40. ApoOs obtencdo das amostras estas foram
acondicionadas sob refrigeracdo a 4°C por no maximo 48 h, antes das analises. As medicdes

referentes a concentracdo de proteinas totais (HSA) foram realizadas em um
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espectrofotdbmetro de varredura com duplo feixe (Micronal AJX-6100PC, Brasil), utilizando
cubetas de quartzo com 10 mm de caminho éptico. Em seguida as solugdes centrifugadas das
amostras foram analisadas e a concentracdo de proteinas totais foi expressa em fungdo da

concentracdo de HSA a partir da extrapolacdo da curva analitica.

3.3.7 Andlise estatistica dos resultados

Todos os parametros foram otimizados baseados na sensibilidade analitica de cada
condicdo. Assim, curvas analiticas foram construidas com o minimo de cinco pontos (n = 5)

de acordo com a equacdo (4):

e =axCusa + b equacao (4)

em que Ir corresponde ao valor de intensidade de fluorescéncia, CHsa concentracdo de HSA, a
o coeficiente angular da curva analitica e b o coeficiente linear. O coeficiente de correlacédo
linear (r) foi calculado visando avaliar a disposicdo dos pontos quanto a adequacdo ao
comportamento linear (MILLER; MILLER, 2005). O limite de deteccéo (LOD) foi calculado
usando a relagdo LOD = 3xsp/a, onde, S, corresponde ao desvio padrdo do branco analitico (n
= 10). Por fim, a reprodutibilidade foi avaliada empregando-se o desvio padrdo relativo
(RSD) para dez medidas independentes (n = 10). O teste t de Student pareado e anélise de
variancia (ANOVA) foram aplicados, quando necessario, para avaliar se as médias obtidas
para os pardmetros do método proposto apresentavam diferencas significativas um intervalo
de confianga de 95% (p = 0,05) para todos os procedimentos. Por fim, quando ocorria
diferenca estatistica para ANOVA (p = 0,05) o teste das comparaces multiplas (teste de
Tukey) foi utilizado.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.4.1 Estudos preliminares: seletividade da sonda SHP com diferentes proteinas

Os estudos iniciais foram baseados em condi¢des experimentais da literatura (ZHAO
et al., 2019; EBIHARA et al., 2016) para sondas fluorescentes derivadas do nucleo cianina
heptametina. Inicialmente, a seletividade da sonda SHP foi avaliada frente a diferentes
proteinas (BSA, HSA, lisozima, lactoalbumina, hemoglobina, protamina, y-globulina, caseina
e urease) em condicdes fisiologicas, na proporcdo 2:1 (sonda-proteina) (Figura 13A-B). De
forma geral, a sonda SHP na forma livre ndo apresentou fluorescéncia significativa, no

entanto, na presenca das proteinas, principalmente as albuminas (BSA e HSA), houve um
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aumento significativo da intensidade de fluorescéncia (28 e 16 vezes, respectivamente). O
processo de interacdo de SHP com as albuminas ocorre, pois, a sonda interage
preferencialmente nos sitios hidrofobicos das proteinas (XING et al., 2020).

A sonda SHP, devido a suas caracteristicas apresentada potencial para ser usada na
quantificacdo de proteinas totais em fluidos biol6gicos humanos, neste caso, empregando
HSA como proteina modelo. A sonda SHP na auséncia e na presenca de HSA apresentou
méxima absorcdo (Amax) €m 630 nm, e na presenca da proteina, a intensidade do sinal
analitico aumentou ~ 3 vezes em compara¢do a SHP livre (Figura 13C). No ensaio de
fluorescéncia molecular o complexo SHP-HSA apresentou Aex = 580 e Aem = 675 (Figura
13D), similarmente a sonda livre. A sonda SHP apresentou emissdo de fluorescéncia no
infravermelho proximo (NIR) devido, principalmente a sua estrutura molecular ser altamente
conjugada. O aumento da intensidade de fluorescéncia da sonda na presenga da proteina deve-
se a maior restricdo conformacional, uma vez que ocorre reducdo da livre rotacdo anéis
inddlicos de SHP devido a interagdo com HSA, levando ao alinhamento dos orbitais pi (x) no
complexo proteina-ligante (XING et al., 2020; AMIOT et al., 2008).

Assim, sondas que fluorescem na regido do infravermelho préximo apresentam
caracteristicas importantes quando comparados com as demais (emitem no UV-vis), tais
como: a ndo interferéncia associada a autofluorescéncia de alvos bioldgicos, pois os tecidos,
proteinas ou outros biomarcadores podem emitir fluorescéncia naturalmente na regido do UV-
visivel, tem maior penetragdo da radiacdo em tecidos, fotoestabilidade e maiores rendimentos
quanticos (RAJASEKHAR et al.,, 2017; KABATC et al.,, 2015). Sendo assim, o
desenvolvimento de uma metodologia para determinacdo de proteinas totais usando a sonda

SHP foi otimizada e aplicada em amostra biolégicas de urina e plasma.
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Figura 13. Analise preliminar da sonda SHP. (A) com diferentes proteinas. (B) Seletividade da sonda
SHP. (C) Espectros de absorcdo da sonda SHP na auséncia e na presenca de HSA. (D) Espectros de
emissdo da sonda SHP na auséncia e na presenca de HSA. Condigdes: tampao Britton-Robinson (pH
7,0), concentracdo da sonda SHP e de HSA foram fixadas em 10 e 5 uM, respectivamente, e Aex = 580

nm.
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Quando se variou a concentracdo de HSA frente a SHP (concentracdo constante),

obteve se um perfil linear proporcional entre intensidade de emissdo e concentracdo da

proteina (Figura 14A-B). Neste sentido, SHP pode ser explorada como sonda off-on para

determinacdo espectrofluorimétrica de HSA. O principio do método esta relacionado ao fato

de SHP apresentar baixa intensidade de fluorescéncia na forma livre (off), no entanto, com a

adicdo de concentracdes crescentes de HSA, ha a formacgdo do complexo supramolecular com

0 aumento do sinal de emisséo fluorescéncia (on).
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Figura 14. Formacdo do complexo fluorescente (a) SHP-HSA e (b) Perfil grafico da intensidade de
fluorescéncia em funcéo da concentracdo de HSA. Condicdes: [SHP] = 10 uM, [HSA] = 0,25- 25 pM,
tampdo Britton-Robinson (20 mM) e Aex/Aem= 580 / 675nm.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

3.4.2 Otimizagéo dos parametros analiticos

3.4.2.1 Avaliacéo do pH e o tipo de solucdo tampéo

O pH do meio tem um efeito importante na formacdo do complexo SHP -HSA, uma
vez que a sonda € derivada de um acido fraco, assim, contém em sua estrutura grupos
ionizaveis, como amina secundaria (pKa ~ 9,0) e aneis inddlicos carregados positivamente. O
estado fundamental e excitado de moléculas protonadas (ou respectivos complexos com
proteinas) podem ser drasticamente diferentes de moléculas (e complexos) desprotonadas, por
iss0, 0 rendimento quéntico pode ser modificado em fungédo do grau de ionizacdo e do pH do
meio (RAJASEKHAR et al., 2017; KABATC et al., 2015). Além disto, o pH do meio
influencia na formacdo do complexo SHP -HSA, pois as cadeias laterais dos aminoacidos
constituintes da proteina possuem grupos passiveis de protonacdo o que afeta a estrutura
tridimensional da macromolécula (LAKOWICZ, 2016).

Para estabelecer as melhores condi¢bes para aplicacdo da sonda, avaliou-se a
sensibilidade analitica de pH de 4 a 10 (Figura 15A), sendo um intervalo de pH
fisiologicamente relevante, pois, em 10 < pH < 4 a HSA pode desnaturar, sendo a maior
sensibilidade do método em meio basico (pH > 8). A menor sensibilidade apresentada em
meio acido ocorre devido a protonacdo dos grupos derivados de acidos fracos na sonda e

proteina, afetando a formacdo do complexo SHP -HSA, e por conseguinte no sinal analitico.
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O ponto isoelétrico (pl) da HSA é 4,7; portanto, quando o pH < pl, a proteina possui uma
maior quantidade de sitios carregados positivamente, 0 que aumenta a repulsdo entre a
macromolécula e a sonda, a qual em sua estrutura possui um anel indélico com amina
quaternaria (LAKOWICZ, 2016; VLASOVA, SALETSKY, 2009). Com o aumento do pH, a
carga global da proteina torna-se negativa (pH > pl), assim, ha favorecimento na formacéo do
complexo SHP-HSA (MIKHAIL et al., 2011; CHOUDHURY et al., 2019; LE GUERN et al.,
2020). Dessa forma, a partir de pH 8 houve méxima sensibilidade analitica do método, desta

forma, esta condicdo de concentragdo hidrogenionica foi selecionada.

3.4.2.2 Efeito do tipo de solu¢éo tampéo

Apds estabelecer o pH do meio, avaliou-se a influéncia do tipo de solucdo tampdao no
sistema. Para tanto, cinco solugdes tampdo foram avaliadas considerando que a maxima
capacidade tamponante (pH = pKa £ 1) atendesse a condicdo de pH 8. Desta forma,
selecionou-se tampéo fosfato (pKaz = 7,2), Tris-HCI (pKa = 8,1), PIPES (pKa = 6,8), HEPES
(pKa2 = 7,5) e MOPS (pKa = 7,2) todos a 20 mM (Figura 15B). O tampéo PIPES foi 0 que
apresentou maior sensibilidade, seguindo a ordem: PIPES ~ Fosfato > HEPES > MOPS >
Tris. O tampédo PIPES apresentou sensibilidade ligeiramente superior ao tampdo fosfato
(~8%), mas ndo diferindo estatisticamente (ANOVA, 95% de confianca), contudo, este
sistema tampao é menos propenso a formacgdo de sais de baixa solubilidade, interacdo com
componentes da amostra e estabilidade da estrutura proteica (LEE et al., 2013; FERREIRA et
al., 2015; SOKOLOWSKA et al., 2010). Dessa forma, o tampdo PIPES foi selecionado para
os estudos posteriores. O efeito da concentracdo da solucdo tampéo PIPES foi avaliada quanto
a sensibilidade analitica (Figura 15C) de 5 a 60 mM. A maxima sensibilidade foi obtida a
partir de 10 mM, se mantendo constante para as maiores concentragcdes. Logo, esta
concentracdo foi adotada na otimizacdo do procedimento. Esse comportamento esta
relacionado a instabilidade da proteina da proteina e do complexo formado pelo aumento da
quantidade de cargas negativas e ao bloqueio da superficie da proteina pela solucdo tampdo,
impossibilitando assim a interacao sonda-proteina. (SOKOLOWSKA et al., 2010).

3.4.2.3 Avaliacdo da concentragdo da sonda SHP e influéncia da forga idnica

A concentracdo de SHP foi avaliada de 2,5 a 30 uM visando obter a condi¢cdo de
méaxima sensibilidade e menor sinal do branco analitico (Figura 15D). A maior sensibilidade
do método foi observada na concentracdo de 5 uM de SHP, sendo que para menores valores

houve reducdo da sensibilidade, devido, principalmente menor extensdo da formacdo do
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complexo sonda SHP-HSA e consequente diminuicdo do sinal de emissdo de fluorescéncia.
Contudo, perfil similar foi obtido para maiores concentracbes de SHP, o qual foi atribuido

auto-quenching da sonda devido a formacdo de agregados moleculares (LUO et al., 2020;

BECKER et al., 2000).

Figura 15. Otimizacdo dos pardmetros analiticos. (A) Influéncia do pH; (B) Influéncia da natureza do
tampdo; (C) Concentra¢do do tampdo PIPES, e (D) concentracdo da sonda SHP. Condigdes: Aex/Aem=
580 / 675nm. Os dados foram avaliados por ANOVA (one-way), onde cores e letras diferentes

indicam diferenca estatistica a partir do teste de Tukey (a 95% de confianca).
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Uma vez que a atividade das espécies que formam o complexo sonda SHP-HSA pode

ser modificada pela forca idnica do meio este parametro foi avaliado no desenvolvimento do
método proposto pela adi¢do de NaCl até 300 mM (Figura 16). O aumento da concentragdo de

NaCl ndo interfere diretamente na sensibilidade do método. Este resultado indica que as

interacOes eletrostaticas ndo sdo as principais forcas que atuando na estabilizacdo do
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complexo proteina-ligante, assim, devido as caracteristicas estruturais, SHP deve se ligar a
sitios hidrofobicos da proteina (XU et al., 2018).

Figura 16. Efeito da forca idbnica no método proposto pela adi¢do de NaCl. Condi¢des: [SHP] = 5 uM,
[HSA] = 0,25- 25 puM, tampéo PIPES (10 mM) e NaCl até 300 mM. Aex/Aem= 580 / 675nm.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

3.4.3 Avaliacdo de diferentes solventes na sensibilidade do método

De forma geral, sondas usadas para determinacdo de proteinas (HSA) nédo sdo sollveis
em &gua e suas solugdes sdo preparadas geralmente em solventes organicos ou meio aquo-
organicos. Além disso, algumas classes de sondas tém facilidade de gerar agregados em meio
aquoso, levando a diminuigdo da intensidade de fluorescéncia (LEVITZ et al., 2018). Sendo
assim, neste estudo, avaliou-se a influéncia de diferentes solventes organicos (DMSO, etanol,
acetona, acetonitrila, butanol e alcool isoamilico) em trés niveis de concentracéo 10, 25 e 50%
(v/v) do solvente na composi¢cdo final da solucdo tampdo (Figura 17). Como critério de
avaliacdo se empregou a razdo da sensibilidade e do branco analitico (S/b), uma vez que
permite avaliar simultaneamente dois parametros relacionados. A presenca dos solventes
organicos nas proporcdes avaliadas ndo levou a efeito relevante na razdo S/b do método. O
DMSO nas proporcdes 10 e 25% (v/v) teve resultados similares ao sistema apenas com
solucdo tampéo. Por outro lado, a sonda SHP foi imiscivel em alcool isoamilico. Os solventes
provocam alteracdes na intensidade de fluorescéncia do sistema, pois afetam o estado

fundamental e excitado de forma diferente, embora aumentem a solubilidade da sonda, esses
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solventes podem mudar a estrutura da proteina, principalmente nos sitios mais hidrofébicos
(YANG et al., 2017). Dessa forma, baseado nos resultados obtidos selecionou-se a condi¢cdo em
meio aquoso sem a presenca de solvente organico adicional, exceto o DMSO presente
proveniente da solucdo estoque da sonda, o qual apds diluicdo no sistema representa cerca de
1% (v/v). Assim, o procedimento contribui com os principios da quimica verde, com uso
reduzido de solventes organicos sem comprometer a sensibilidade analitica, a qual pode ser
atribuida a melhor estabilizacdo do complexo proteina-sonda em meio aquoso (LUO et al.,
2020).

Figura 17. Influéncia de diferentes solventes na sensibilidade do método analitico. Condicdes: [SHP]
=5 pM, [HSA] = 0,25- 25 pM, tampéo PIPES (10 mM) e proporcdo dos solventes: 10, 25 e 50%
(VIV). Aex/Aem= 580 / 675nm.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

3.4.4 Caracterizacao do complexo SHP-HSA

A estequiometria do complexo formado entre SHP-HSA foi determinada pelo método
das variacOes continuas (método de Job) (RENNY et al., 2013). Para tanto, foram preparadas
solugdes com diferentes fracbes molares da sonda (SHP) e da proteina (HSA), e a intensidade
de fluorescéncia dos diferentes sistemas foi medida sendo construido um gréafico da fracéo
molar da sonda em funcdo da intensidade de fluorescéncia (Figura 18A). A anélise do grafico

de Job revelou uma fracdo molar equivalente a 0,5 entre a sonda e a proteina nas condicdes
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estabelecidas do método, sugerindo a estequiometria de 1:1 (SHP:HSA) para o complexo
formado (TERPETSCHING et al., 1993).

A fotoestabilidade da onda SHP na auséncia e na presenca de HSA foi avaliada nas
condi¢Bes experimentais otimizadas. A intensidade de fluorescéncia da sonda SHP e do
complexo SHP-HSA foram registradas sob exposicdo constante a radiacdo eletromagnética
(Aex =580 nm, 150 W) por 1 h (Figura 18B), indicando variagdo méaxima do sinal analitico de
2% para a SHP livre (referéncia), e de 6% para o sistema SHP-HSA, indicando desta forma,
uma elevada fotoestabilidade para ambos os sistemas.

O perfil do tempo de vida do estado excitado (fluorescéncia) seguiu um decaimento
tipico exponencial para ambos os sistemas avaliados, SHP e SHP-HSA (Figura 18C). Os
valores dos tempos de vida de fluorescéncia foram 1,51 + 0,03 e 1,95 + 0,01 ns para SHP
livre e para o complexo SHP-HSA (1:1), respectivamente. Estes valores de tempo de vida da
sonda SHP estédo de acordo com os derivados de cianina, os quais foram de 4,03 a 0,47 (LEE
et al., 2008; BEREZIN et al., 2007; KIM et a, 2020) descritos na literatura e pode estar
relacionado com a polaridade do solvente e a presenca de ions no meio, pois afeta o tempo de
vida do estado excitado (ANTARIS et al., 2017).

A HSA possui sitios preferenciais de ligacdo de pequenas moléculas (sitios I e 11), nos
quais, a maioria das sondas fluorescentes interagem de forma seletiva (WANG et al., 2018).
Da mesma forma, para verificar qual sitio de ligacdo preferencial a sonda SHP se liga, foi
realizado por meio de ensaios de competicdo com compostos marcadores desses sitios, como
varfarina e acido salicilico (sitio I, subdominio 11A), ibuprofeno e diazepan (sitio II,
subdominio 1l11A), hemina e bilirrubina (subdominio IB), digoxina (subdominio IlIB) e
tiroxina, pode se ligar ao sitio I, Il e ao subdominio 111B (Figura 18D) (FAN et al., 2014). A
intensidade de fluorescéncia do complexo formado entre a sonda SHP-HSA néo foi afetada
pela adicdo de concentracdes crescentes de ibuprofeno e diazepan (sitio 1), &cido salicilico
(sitio 1) e digitoxina (subdominio I11B), sugerindo que a sonda SHP e esses marcadores ndo
competem pelo mesmo sitio de ligacdo (ZENG et al., 2016). Em contrapartida, apos a adi¢cdo
dos marcadores hemina, bilirrubina, varfarina e tiroxina, a intensidade de fluorescéncia do
complexo SHP-HSA diminui de 5 a 91%, sugerindo que a sonda compete com esses
marcadores pelos mesmos sitios de ligacdo na proteina. Como a bilirrubina e a hemina sdo
marcadores do subdominio IB, e houve uma diminui¢cdo acentuada na intensidade de
fluorescéncia (60 a 91% de redugdo para 20 uM do competidor, respectivamente), pode ser

sugerido que a sonda SHP se ligue preferencialmente ao subdominio IB. No entanto, para a
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varfarina e o acido salicilico, embora ambos sejam marcadores do sitio I, na presenca de
varfarina houve reducédo da intensidade de fluorescéncia de SHP de 6 a 37%, enquanto para 0
acido salicilico ndo houve variacdo do sinal analitico. Assim, esse comportamento pode ser
explicado pelo fato do acido salicilico se ligar preferencialmente no sitio I, contudo, em um
local diferente da varfarina, logo, é possivel que em menor proporcdo SHP também possa se
ligar ao sitio I da HSA (ZHU et al., 2016). Condicdo semelhante pdde ser verificada para a
tiroxina (marcador do sitio I, 1l e subdominio I1IB) (LI et al., 2016), sendo observado, uma
variacdo maxima de 23%. Por fim, presume-se que a sonda SHP se liga preferencialmente no
subdominio IB da HSA, e no sitio I, em menor propor¢do, concordando com alguns estudos

da literatura para derivados de cianina (XU et al., 2018).
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Figura 18. Caracterizacdo do complexo SHP-HSA. (A) Método de Job de SHP e HSA; (B)
Fotoestabilidade da onda SHP na auséncia e na presenca de HSA; (C) Tempo de vida e (D) Avaliacdo
dos sitios de ligacdo da proteina. Condigdes: Aex/Aem= 580 / 675nm, Cspp= 5 UM, Chsa=5 UM, Cmarcador
=5,10, 15 € 20 uM.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

O rendimento quantico de fluorescéncia para o complexo SHP-HSA foi calculado
empregando vermelho do Nilo como referéncia (Aex = 554 nm; Aem = 631 nm, ® = 38% em
metanol) (CSER et al.,, 2002; MARTINEZ et al., 2016; HORNUM et al., 2021). As
intensidades de fluorescéncia integradas dos sistemas de referéncia e SHP-HSA registrados
(Figura 19) e comparados em funcédo de diferentes proporcdes da proteina (Tabela 4). Com o
aumento da proporgdo da HSA, mantendo fixa a concentracdo da sonda, se observou um
aumento também nos @ calculados, indicando que o rendimento quantico do complexo SHP-

HSA é modificado de acordo com a proporcdo entre a sonda e a proteina. Os valores de
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rendimento quantico calculados foram comparados com os derivados de cianina e albuminas
(ZHENG et al., 2018), sendo, aproximadamente 10 vezes menores, indicando que a além da
proporcdo entre SHP e HSA, outros fatores pode influenciar neste parametro, seriam a
estrutura e concentracdo da sonda, polaridade do solvente e forca idnica.

Tabela 4. Rendimento quantico (®) para diferentes proporgdes entre a sonda SHP e HSA. A
concentracéo da sonda SHP foi fixada em 5 uM em todos os experimentos.

Condicédo Proporcdo SHP-HSA Rendimento quéntico (%)
1 1:1 0,89
2 1:200 4,00
3 1:500 7,80

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Figura 19. Rendimento quéntico de fluorescéncia para o complexo SHP-HSA em diferentes
propor¢des sonda-proteina empregando vermelho do Nilo como referéncia. Condi¢des: [SHP] =5 uM,
proporcéo de HSA =1:1, 1:200 e 1:500, tampé&o PIPES (10 mM) e Aex/Aem= 580 / 675nm. Vermelho do
Nilo Aex =554 nm; Aem = 631 nm, ® = 38% em metanol.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.
3.4.5 Figuras de mérito do método e constante de ligacdo SHP-HSA

Apbs a otimizacdo dos parametros experimentais relativos ao desenvolvimento da
metodologia para determinacdo de proteinas totais (HSA), foram estabelecidas as principais
figuras de mérito do método. O aumento da concentracdo de HSA é seguido pelo aumento da
intensidade de fluorescéncia (Figura 20) correspondente a uma faixa linear de 0,05 - 6,0 uM
(3,4 - 408 mg L1), que corresponde a curva analitica descrita pela equagdo IF =
39,18(%0,55)xCHsa + 8,07(x1,7) (n = 10) com r = 0,9992. O limite de detec¢édo (LOD)
calculado para 0 método (3c) foi 14 nM (0,95 mg L) com RSD < 3,6% (n = 10), indicando

gue a metodologia proposta possui boa preciséo.

Figura 20. Espectros de emissdo de fluorescéncia de SHP na presenca de diferentes concentracGes de
HSA sob os pardmetros experimentais otimizados. A insercdo mostra a curva de calibracdo
correspondente.
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O valor da constante de ligacdo (Kb) foi estabelecida por meio da equacdo de Benesi-
Hildebrand a partir da linearizacdo do grafico 1/[HSA] vs 1/(Fmax - Fmin) (Figura 21), sendo
igual a 2,21(+ 0,07) x10” M, comparavel com outras sondas para proteinas totais usando
derivados de cianina (PRONKIN et al., 2020). Pela anélise das figuras de meérito do método
proposto, se verificou que os pardmetros analiticos obtidos sdo comparaveis a outras
metodologias descritas na literatura para determinacéo proteinas totais (Tabela 5).

Figura 21. Determinacdo da constante de ligacdo (Kp) por meio da equacdo de Benesi-Hildebrand (a)

a partir da saturacdo do complexo SHP-HSA (b) linearizacdo do grafico 1/[HSA] vs 1/(Fmax - Fmin).
Condigdes: [SHP] =5 uM, [HSA] = 0,25- 100 uM, tampéo PIPES (10 mM) e Aex/Aem= 580 / 675nm.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.
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Tabela 5. Comparacao de diferentes sondas fluorescentes na deteccéo de HSA.

Sensor Proteina  pH Meio Ko (M)  Xex/kem (n']‘g?E b Faé%':_”f estequiometria  Amostras  Referencia
Derivado de Chalcona HSA 7.4 PBS - 400/535 0.57 0-60 11 Soro humano LEV'ZEB‘“ al.,
Derivado de Chalcona BSA 7.4 PBS 0,6x10°  460/596 9.1 100 — 100 11 Soro bovino YA'\égl‘;t al.,
Derivado de Rodamina HSA 7.4 PBS 11x10°  436/508 300 0-500 - b.U.””a € KiMetal., 2020
ioimagem
Derivados de flavonoides HSA 7.4 HEPES _ 400/ 508 5,6 0- 600 11 - TERPETSCHIN
Getal., 1993
Derivado de a-cianoacetofenona g 7.4 PBS 25x10°  600/730 0.72 0 - 600 1:1 Urina AEITAEFSE et
2-dicianometileno-3-ciano-4,5,5-
trimetil-2,5-di-hidrofurano HSA 7.4 TRIS-etanol _ 600 / 660 0.61 0-133 _ Soro humano  REvAetal.
(95:5, viv) 2016
Derivados de tieno[3,2-b] : .
. ' Tris-DMSO 5 ) Urina
piridina-5(4H)-ona HSA 9,0 (01w 25x10°  440/550 0,48 0-60 11 e LiUetal, 2017
Derivado de cianina HSA 72 PBS 30x10°  710/794 - 0 600 11 Urina = PATONAY et
artificial al., 2005
. - - 4
Derivado de cianina HSA/BSA 7.9 TRIsH  30%1% 69608 4,0 42000 11 - AR
Derivado de cianina BSA 74 PBS 12x10°  755/800 85,8 0- 102 11 - el
Derivado de dicianometileno-4H-
cromeno HSA 7,4 PBS - 520 / 620 0,6 0-12 - urina  ASPCHAKet
al., 2018
Derivado indolico HSA 74 HEPES _ 550 / 680 0,66 0-12 11 Soro humano Lugoiga"'
Derivado de cianina HSA 8,0 PIPES 221x107 580/675 0,84 3.4 - 408 11 ;22; 2 Este trabalho
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3.4.6 Interferentes

Varias espécies presentes em amostras bioldgicas, como urina e plasma podem se ligar
a sonda ou da proteina e, assim, interferir na determinacdo de HSA. Portanto, foi avaliada a
influéncia de 15 espécies considerando uma condigéo fisioldgica normal (BONACCHI et al.,
2011). Inicialmente foi avaliado excesso de 10 vezes de cada espécie (a 30 uM) em relacédo a
concentracdo molar de HSA (3 uM) (Figura 22). Como critério para indicar que a espécie ndo
influenciou na formagdo do complexo SHP-HSA se considerou uma variagdo maxima + 10%

em relacdo a intensidade do sinal de fluorescéncia na condicdo sem o interferente.

Figura 22. Sensibilidade da sonda SHP para HSA (3 pM) na presenca de espécies
interferentes: 1- Ca(ll), 2- Zn(lIl), 3- Fe(ll), 4- Mg(ll), 5- Se(V1), 6- Fosfato, 7- acido oleico,
8- 4cido linoleico, 9- 4cido miristico, 10- &cido esteérico a 30 uM e 11- Cisteina (25 puM), 12-
glicose (20 uM), 13- Fe(l11) (7,5 uM) e 14- Cu(ll) (3,5 uM).
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Sendo assim, é possivel inferir que algumas espécies podem influenciar no resultado
do método, desta forma o limites maximo para algumas espécies foram cisteina (25 uM),
glicose (20 uM), Fe(l1l) (7,5 uM) e Cu(ll) (3,5 uM), as quais, pode estar competindo com a
sonda SHP pelo sitio de ligacdo na proteina ou podem estar agindo no sitio, causando

mudangas estruturais na biomolécula e dificultando a interagdo com sonda (KASPCHAK et
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al., 2018). Porém, mesmo nestas condi¢cbes 0 método se mostrou seletivo para determinacao

de HSA em condicdes fisiologicas.

3.4.7 Aplicacdo em amostras reais

Dado o desempenho analitico do método, a determinacdo de proteinas totais (em
funcdo de HSA) em amostras reais foi avaliada. Para tanto, amostras de urina e plasma de
diferentes voluntarios foram coletadas, e enriquecidas com niveis de concentracdo de HSA
(60, 120 e 240 mg L) e submetidas a ensaios de recuperagdo. As amostras de urina e de
sangue (para obtencdo do plasma) foram inicialmente centrifugadas para posteriormente
serem analisadas (KIM et al., 2013). O método ndo apresentou efeito de matriz uma vez que
0s ensaios de recuperacdo para amostras biologicas complexas (urina e plasma) as
recuperacdes variam de 91 a 118% (Tabela 6). Os resultados pelo método proposto nédo
difeririam estatisticamente do método de referéncia (Bradford) para proteinas totais
empregando teste t-pareado de Student (intervalo de confianca de 95%). Assim, o método foi
exato e confiavel para analise de amostras bioldgicas, além disto, empregando uma sonda com
emissdo em 675 nm, se evita o efeito de filtro de amostras coloridas como a urina, por

exemplo.
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Tabela 6. Determinacao de HSA em amostra de urina e plasma.

Concentracdo (mg L™)?

1 . . . -1 0 9
Amostras Adicionado (mg L Determinado (mg L) Recuperado (%) RSD (%) Este trabalho’ Bradford
0 6,13 + 0,20 - 3.3
. 60 63,4+0,1 95 0.2
Urina 1 120 116 + 1 o1 0.9 245+ 6 266 £ 9
180 184+ 1 98 0.5
0 12,16 + 0,4 - 3.3
. 60 745+05 103 0.7
Urina 2 120 191 + 1 91 08 486 + 1 412+ 9
180 174+ 1 90 0.6
0 54,7+0,5 - 0.9
60 119+1 107 0.9
Plasma 1 120 106 + 1 118 05 21900 +30 25900 + 16
180 2571 112 0.4
0 138+5 - 3.6
60 202+ 3 104 1.5
+ +
Plasma 2 120 256 1 6 08 23 55100 +21 50100 + 32
180 321+4 102 1.2
0 51,1+25 - 4.9
60 119+2 114 1.7
Plasma 3 120 187 + 1 113 05 20400+ 19 23000 + 27
180 2365 102 1.7

!As amostras de urina e plasma foram diluidas 20 e 40 vezes, respectivamente. 2Os valores de referéncia para concentragdo de HSA sdo até 100 mg L™ (urina) e de
35000 — 55000 mg L* (plasma). 3Teste t-pareado de Student para intervalo de confianca de 95%, sendo tei = 0,1377 (p-valor = 0,8971 > o = 0,05).

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.



3.5 Conclusao

A determinacéo de proteinas totais € uma demanda constante para diferentes demandas
(bio)quimicas. Neste sentido, este trabalho explorou SHP como uma alternativa a
quantificacdo de HSA, uma vez que métodos com emissdo no NIR, apresentam menor
possibilidade de interferéncia espectral. Além disto, 0 método mostrou-se seletivo para
quantificacdo de HSA na presenca de diferentes espécies, incluindo outras proteinas. Por fim,
a metodologia desenvolvida tem potencial para a ser implementada em andlise de rotina,
empregando uma quantidade reduzida de SHP (5 uM) visando quantificacdo de proteinas
totais em diferentes amostras bioldgicas, além disto, mostrou simplicidade, precisdo, exatiddo

e rapidez.
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4 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Considerando as hipoteses deste trabalho, pode-se inferir que:

(Trabalho 1) De forma geral, a determinacdo de timerosal foi possivel de ser realizada
utilizando dispositivos baseados em papel (PADs) de forma simples, rapida, precisa e exata.
A necessidade de reducdo de custos e de residuos foram os pontos mais positivos. Nesse
processo, a otimizacao dos principais parametros foi importante pois tinhamos como objetivos
a reducdo no consumo de reagentes e amostras, além de obter a melhor resposta analitica
possivel. Por fim, a utilizacio de KMnO4 como agente oxidante se mostrou efetiva na
degradacdo do timerosal em vacinas obtendo o mercdrio inorganico no meio, sendo este
determinado, tanto pela metodologia desenvolvida quanto pelo método de referéncia,
obtendo-se boas recuperacfes. Diante disto, pode-se observar a importancia de desenvolver
novas metodologias para determinagéo de analitos de interesse da sociedade, de baixo custo e

gue sejam ambientalmente amigaveis.

(Trabalho 2) De acordo com os resultados obtidos, a sonda SHP mostrou-se sensivel a HSA
e apresentou as condigdes, como pH 8, LOD = 0,84 mg L e emissdo na regido do
infravermelho proximo (NIR). Assim, possibilitando o desenvolvimento de um método
espectrofluorimétrico simples, rapido, e sensivel para determinacdo de proteinas totais em
funcdo d HSA. Neste estudo, outras proteinas plasmaticas ndo foram interferentes, foi
possivel estabelecer os principais locais de ligacdo da sonda com a proteina e 0s principais
parametros como pH, tampdo, concentracdo, forca idnica, entre outros. Nas condic¢oes
otimizadas a metodologia permitiu a determinagdo de HSA em amostras de urina e de plasma
e comparacdo com o método de referéncia obtendo recuperacdes quantitativas.

(Perspectiva) Otimizar os parametros quimicos e instrumentais para uma sonda derivada de
cianina, semelhante a sonda SHP, usando a colorimetria para determinacdo de HSA. Essa
metodologia apresenta grande potencial, visto que, nos ensaios preliminares, os resultados

foram comparaveis com a sonda desenvolvida neste trabalho, SHP.
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