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RESUMO

A homocisteina (acido 2-amino-4-mercaptobutirico; Hcy), um aminoacido contendo enxofre, é
produzida no processo de metabolismo do aminoacido essencial metionina. Os niveis normais
de Hcy no plasma de individuos saudaveis estdo entre 5 e 15 pumol L. Concentracdes mais
altas de Hcy da origem a hiper-homocisteinemia (com Hcy até 100 pmol L) que esta associada
a diferentes doengas. Em niveis elevados no plasma, a Hcy é um fator de risco para Alzheimer
e doencas cardiovasculares. Portanto, a deteccdo rapida, sensivel e seletiva desse composto é
muito importante para a investigacdo do diagndstico de doencgas. Assim, o presente trabalho
apresenta 0 desenvolvimento de estratégias eletroanaliticas para a determinacdo de Hcy
juntamente com uma abordagem seletiva baseada em polimeros molecularmente impressos
magnéticos (mag-MIP). O mag-MIP foi sintetizado via polimerizacédo por precipitacdo, usando
Hcy como molécula molde, 2-hidroxietil metacrilato como monémero funcional e trimetacrilato
de trimetilolpropano (TRIM) como monémero estrutural. As caracteristicas morfoldgicas e
fisicas desses materiais foram investigadas por microscopia eletrénica de varredura com
emissdo de campo (MEV-FEG), espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e magnetometria de amostra
vibrante (VSM). Posteriormente, o comportamento eletroquimico da Hcy foi investigado no
eletrodo magnético de compdsito de grafite (m-GCE) pela técnica de voltametria ciclica (VC)
para a otimizacdo dos parametros experimentais a partir da avaliacdo de diferentes condicdes
reacionais, quantidade de massa de adsorvente, tempo, pH e natureza do tamp&o. As
propriedades fisico-quimicas também foram analisadas e comparadas com os respectivos mag-
NIPs — polimeros controle sem cavidade seletiva. Ademais, foi obtido por meio da curva
analitica duas faixas lineares para o sensor m-GEC/MIP: 0,1-1 pmol Lt e 270 pmol L com
limites de detecco 0,030 umol L e 0,186 pmol L™, respectivamente. A determinagdo da Hey
pelo m-GEC/MIP apresentou 6timo desempenho frente aos possiveis interferentes comumente
encontrados em amostras bioldgicas. Finalmente, o método foi validado por meio do ensaio de
recuperacdo, com valores de recuperacdes médias de 100,7 e 105,2% para o plasma sintético e
98,4 e 102,5% para a urina sintética, indicando boa exatiddo para o sensor proposto. Portanto,
através desses resultados pode-se inferir que o sensor eletroquimico desenvolvido demonstra
ser um dispositivo promissor para a determinacao de Hcy.

Palavras-Chave: Homocisteina. Polimeros com impressdo molecular. Eletroandlise. Sensor
eletroquimico.



ABSTRACT

Homocysteine (2-amino-4-mercaptobutyric acid; Hcy), a thiolated amino acid, is produced in
the metabolism process of the essential amino acid methionine. Normal levels of Hcy in plasma
of healthy individuals are between 5 and 15 umol L. Higher concentrations of Hcy give rise
to hyperhomocysteinemia (with Hey up to 100 pmol L) which is associated with different
diseases. At high plasma levels, Hcy is a risk factor for Alzheimer's and cardiovascular diseases.
Therefore, the rapid, sensitive and selective detection of this compound is very important for
the diagnosis of diseases. Thus, the present work presents the development of electroanalytical
strategies for the determination of Hcy together with a selective approach based on molecularly
imprinted magnetic polymers (mag-MIP). Mag-MIP was synthesized via precipitate
polymerization, using Hcy as a model molecule, 2-hydroxyethyl methacrylate as a functional
monomer and trimethacrylate of trimethyllolpropane (TRIM) as a structural monomer. The
morphological and physical characteristics of these materials were investigated by scanning
electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared (FTIR), electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) and vibrant sample magnetometry (VSM). Subsequently, the
electrochemical behavior of Hcy was investigated on the magnetic electrode of graphite
composite (m-GCE) by cyclic voltametry (VC) for the optimization of experimental
parameters, from the evaluation of different reaction conditions, amount of adsorbent mass,
time, pH and buffer nature. The physical-chemical properties were also analyzed and compared
with the respective mag-NIPs — control polymers without selective cavity. In addition, two
linear ranges for the m-GEC/MIP sensor were obtained through the analytical curve: 0.1-1
umol L2, and 2-70 pmol L with detection limits of 0.030 pmol L and 0.186 pmol L7,
respectively. The determination of Hcy by m-GEC/MIP showed excellent performance in
relation to the possible interferences commonly found in biological samples. Finally, the
recovery test was performed, with mean recovery values of 100.7 and 105.2% for synthetic
plasma and 98.4 and 102.5% for synthetic urine, indicating good accuracy for the proposed
sensor. Therefore, through these results it can be inferred that the electrochemical sensor
developed is a promising device for the determination of Hcy.

Keywords: Homocysteine. Polymers with molecular printing. Electroanalysis. Electrochemical
sensor.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de metodologias analiticas seletivas e sensiveis sdo de extrema
relevancia para a determinagdo de um dado composto, ou misturas de compostos, seja nos
setores alimenticios, farmacéuticos, ambientais, tecnoldgicos e outros. Devido a complexidade
de algumas amostras, a baixa concentracdo do composto e a presenca de interferentes, o uso de
polimeros com impressdo molecular (MIPs) é descrito na literatura como uma abordagem
analitica eficiente para a separacdo, quantificacdo e deteccdo de analitos (BERGAMIN et al.,
2019).

Os MIPs sdo amplamente utilizados devido as suas caracteristicas relevantes como a
morfologia, propriedades quimicas e fisicas que, andlogo ao comportamento de reconhecimento
dos receptores bioldgicos, chamados muitas vezes de polimeros biomiméticos, contribuem para
a alta seletividade do material e potenciais aplicacGes para uma extensa gama de moléculas-
alvo (ANSARI; KARIMI, 2017). Por conseguinte, o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos empregando as caracteristicas vantajosas dos MIPs em conjunto com as
nanoparticulas magnéticas, formando os mag-MIPs, permitem a facil separacdo da
homocisteina (Hcy) de matrizes complexas a partir de uma fonte magnética externa. A
magnetita, FesOs, apresenta propriedades importantes além da magnetizagdo, como baixa
toxicidade, facil preparacdo, encapsulacdo e modificacdo superficial que a protege da
degradacéo e permite boa compatibilidade com diversos compostos (BERGAMIN et al., 2019).
Uma plataforma com todas essas caracteristicas, possibilita simplificar os procedimentos
experimentais, bem como aumentar a estabilidade do sensor e a amplificacdo do sinal para a
determinacdo de Hcy — um biomarcador importante em doencas cardiometabdlicas (RUIZ-
CORDOVA et al., 2018).

Na literatura, reporta-se que a Hcy desde a década de 90 ja era reconhecida como um
biomarcador para doengas cardiovasculares, os quais compreende doengas do coragdo e dos
vasos sanguineos, principal causa de mortalidade em todo o mundo, cerca de um terco da
populacdo mundial (GANGULY; ALAM, 2015). Essa relacéo foi observada através de danos
endotelial associados a hiper-homocisteinemia, isto &, aos niveis elevados de concentragdo de
Hcy no organismo humano (acima de ~ 15 umol L), Existe também o aumento do risco de
desenvolvimento de eventos isquémicos do coracao relacionados a variacdo de concentragoes
para cada 5 pmol L™ a mais de Hcy, comparavel a 20 mg/dL de colesterol no plasma sanguineo
(GANGULY; ALAM, 2015; AGUILAR; ROJAS; COLLADOQS, 2004; ANDREOTT], 2000).
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A Hcy também é considerada um biomarcador para mais de 100 doencas e sindromes, descritas
por varios estudos transversais e prospectivos, e que, as taxas elevadas de Hcy estdo

relacionadas ao aumento da mortalidade por todas essas causas (SMITH; REFSUM, 2021).

Assim, a determinagdo da Hcy é importante para o progndéstico e diagndstico de doencas
cardiovasculares que afetam milhares de pacientes, com o objetivo de favorecer a escolha do
tratamento mais adequado para aquela condi¢do, aumentando a sobrevida e 0 bem-estar desses
individuos. (AGUILAR; ROJAS; COLLADOS, 2004; PONTI; RUINI; TOMASI, 2020). Por
esse motivo a deteccdo de Hcy ja pertence a préatica clinica e métodos variados sdo empregados
para identificacdo desse composto, dentre eles, a cromatografia liqguida com matriz de
fotodiodos e deteccdo de fluorescéncia, detecgdo visivel no ultravioleta e espectrometria de
massa (SAYLAN et al., 2020).

Apesar disso, esses métodos convencionais utilizados apresentam algumas
desvantagens, tais como: dificuldade de operacionalizacdo dos equipamentos, 0s quais
demandam profissionais especializados, o longo tempo de andlise e a necessidade de
purificacdo de amostra ou separacao do analito de interesse a partir de métodos e reagentes
caros (KUHN et al., 2020). Diante disso, o desenvolvimento de sensores eletroquimicos
magnéticos, proposto neste trabalho, torna-se uma alternativa viavel e interessante para a
superacdo desses problemas (BERGAMIN et al., 2019; KHAN et al., 2019, RUIZ-CORDOVA
et al., 2018). Pois esses dispositivos traz as vantagens de facil manuseio de equipamento, bom
custo-beneficio, separacdo seletiva e rapida determinacdo de Hcy, quando comparados aos

métodos convencionais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Sensores eletroquimicos

Os sensores eletroquimicos tém sido utilizados amplamente como técnica analitica para
a determinacdo de uma gama de componentes de diversas areas do conhecimento (ZHANG et
al., 2021). Pois eles fornecem uma alternativa econémica, seletiva e sensivel para analise de
amostras complexas comparado aos métodos convencionais. (SARVESTANI; MADRAKIAN;
AFKHAMI, 2021; IFTIKHAR et al., 2021).

Os sensores eletroquimicos consistem basicamente em um dispositivo que emprega um
elemento de reconhecimento (a modificacdo efetuada no eletrodo) integrado a um transdutor
(eletrodo). O papel do elemento de reconhecimento € interagir de maneira seletiva com uma
espécie especifica, fornecendo ao transdutor um sinal quimico que é traduzido em um sinal
elétrico detectavel por um equipamento (AMALI et al., 2021; ZHANG; JU; WANG, 2008). A
Figura 1 apresenta um sensor eletroquimico, no qual o eletrodo de trabalho é o elemento de
transducdo combinado com o elemento de reconhecimento — a modificacdo da superficie do

eletrodo.

Figura 1 — Representacdo esquematica de sensor eletroquimico: eletrodo de trabalho como

transdutor mais o elemento de reconhecimento (modificacéo).
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O funcionamento desse sistema se baseia inicialmente pela aplicacdo de uma tenséo
externa ao eletrodo de trabalho, entdo o analito com atividade eletroquimica reage em uma
reacdo redox proxima ao eletrodo de trabalho, o que acarreta na transferéncia de cargas elétricas
e, consequentemente, em uma corrente elétrica. A corrente serd transportada atraves do eletrodo
de trabalho que sera enviado ao sistema de processamento do sinal elétrico, que € amplificado,
e o sinal analitico é traduzido e interpretado a partir de uma determinada técnica eletroquimica
(CHEN et al., 2019)

Esses sensores podem ser classificados em cinco tipos principais: potenciométrico,
impedimétrico, amperométrico, voltamétrico e condutimétrico. Os sensores potenciométricos
fundamentam-se na medida de um potencial elétrico gerado na interface eletrodo/solucao da
celula que é sensivel a espécie ibnica particular dissolvida. Tal potencial gerado é proporcional
ao logaritmo da concentragdo do analito em solucdo (IDA, 2014); os sensores impedimétricos
utilizam como método de transducéo a espectroscopia de impedéancia eletroquimica, que através
da aplicacdo de potencial de variacao senoidal é possivel medir a impedancia elétrica de uma
amostra, isto é, obter a resposta de corrente resultante que depende de varios processos desse
sistema; 0s amperométricos baseiam-se nos registros de fluxo de corrente do comportamento
redox de um analito que ocorre na superficie do eletrodo a partir da aplicacdo de um potencial
sobre o eletrodo de trabalho. Neste caso, a corrente gerada € proporcional a concentracdo das
espécies eletroativas em estudo; os sensores voltamétricos fornecem a corrente de um sistema
conforme um potencial inicialmente predefinido é deslocado para outro valor, ou seja, € a
medida da corrente em funcdo do potencial aplicado no eletrodo de trabalho. As medidas
voltamétricas, bem como as amperomeétricas descrevem a transferéncia de elétrons referentes a
oxidacdo ou reducdo da espécie eletroativa, onde a corrente resultante € medida; e, por Gltimo,
0s sensores condutimétricos sdo empregados para mensurar a condutividade de espécies
ibnicas. Muitas reacGes quimicas alteram a quantidade de ions consumidos e produzidos,
consequentemente, a condutividade geral da solugdo também sofrera alteracdo. Desta forma,
como parametros analiticos pode-se ter a condutancia ou resisténcia elétrica de um dado sistema
eletroquimico (CIUCU, 2014; STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003).

Os sensores eletroquimicos, dependem dos agentes de reconhecimento, dos transdutores
e da técnica empregada para a determinacdo de uma espécie. Portanto, deve-se analisar de
maneira minuciosa qual eletrodo escolher, pois fatores como o tipo de material, a microestrutura

da superficie, a quimica da superficie e aspectos eletronicos predizem propriedades importantes
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do material para as reacdes eletroquimicas. Escolhido o eletrodo, os quais podem ser de varios
tipos — eletrodo de carbono vitreo, diamante dopado com boro, composito grafite-epdxi, entre
outros —, pode-se também modificar a superficie desses eletrodos para otimizar o
reconhecimento da molécula alvo, a fim de modular as propriedades fisico-quimicas do material
e, assim, detectar com maior seletividade e sensibilidade o analito pretendido (ZOSKI, 2007).
Além disso, caracteristicas como acuracia e precisdo na determinacdo de uma espécie sao

aspectos importantes para o desenvolvimento confidvel desses dispositivos (GOULART, 2020).
2.2 Homocisteina (Hcy)

A homocisteina, acido 2-amino-4-mercaptobutirico, apresentado na Figura 2, é um
aminoacido que contém em sua estrutura um grupo tiol livre, -SH, e desempenha papéis
importantes em processos fisiologicos. Esse aminoacido ndo é encontrado diretamente na
alimentacdo, ele é formado a partir e unicamente da desmetilacdo da metionina, um aminoécido
essencial derivado de proteinas dietéticas (BREMNER; GOLDBERG; VACCARINO, 2021,
NEKRASSOVA; LAWRENCE; COMPTON, 2003). A Hcy pode ser metabolizada por duas
vias: a remetilacdo e a transulfuragdo. Na via de remetilagdo, que ocorre principalmente no
figado, a Hcy remetila para formar a metionina por meio de captura de um grupo metila
proveniente da etapa do catabolismo da colina ou de um composto do ciclo do folato, este Gltimo
tem o papel de reciclar os folatos vitais para muitas reacGes metabdlicas importantes em
humanos. Por sua vez, a via de transulfuragdo é a sintese da cisteina a partir da metionina, no
qual a Hcy é um intermediario importante e faz parte de uma etapa critica da rota de
transulfuracdo, pois em condicdes fisiologicas, a condensacdo da Hcy pela enzima cistationina
B-sintase a cistationina é irreversivel. A transulfuragdo ocorre preferencialmente no figado e
nos rins, processo responsavel por metabolizar o excesso de Hcy que circula no organismo
(AGUILAR; ROJAS; COLLADOS, 2004; ANDREOTTI et al., 2000). As principais vias do

metabolismo estdo apresentadas na Figura 3.

Figura 2 — Estrutura molecular da (S)-homocisteina.

O

NH.

Fonte: Estrutura baseada no site da empresa Sigma-Aldrich.
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Figura 3 — Vias do metabolismo da Hcy: remetilacdo e transulfuracéo.
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A Hcy nos diferentes tecidos — celular e intracelular — esta presente na forma livre (RSH
e RSSR), como um dissulfeto misto com outros tidis de baixo peso molecular (homocisteina-
cisteina e dissulfetos mistos de glutationa reduzida com homocisteina, RSSR') e como dissulfeto
de homocisteina reticulado com proteinas (RSS- Proteina). Em individuos saudaveis (no jejum),
a disposicdo de homocisteina total no plasma (todas as quatro formas de homocisteina), tem
uma faixa de concentracao relativamente fixa, cerca de 5 a 15 umol L. (GANGULY; ALAM,
2015; NEKRASSOVA; LAWRENCE; COMPTON, 2003).

Se houver um aumento consideravel da concentracdo total de Hcy plasmatica, havera
implicagdes negativas a satde humana. Os niveis elevados de Hcy no plasma sanguineo leva a
um quadro clinico denominado de hiper-homocisteinemia, o qual é classificado como moderado
(16-30 pumol L7), intermediario (31-100 pmol L) e grave (> 100 umol L1). Entéo,
considerando a variagdo da concentracdo de Hcy, é possivel identificar parametros que
predizem doencas decorrentes dessa alteracdo, visto que a alta taxa desse aminoacido no plasma
acarreta um maior risco de dano vascular dos vasos sanguineos pequenos e grandes. Além disso,
Hcy é um fator de risco para o desenvolvimento degenerativo e aterosclerético no sistema
circulatorio coronario, cerebral e periférico. E também um possivel responsavel pelo

desenvolvimento de outras doencas, como o tromboembolismo e risco cardiovascular, bem
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como causa aumento do risco de doenca de Alzheimer, defeitos do tubo neural, complicagdes
durante a gravidez, doencas inflamatorias intestinais e osteoporose. (PONTI; RUINI; TOMASI,
2020; WANG et al., 2005).

As principais causas que elevam a concentracdo de Hcy sdo os defeitos genéticos no
metabolismo desse composto (cistationa-p-sintetase, metileno tetra-hidrofolato redutase,
metionina sintase), deficiéncias nutricionais em cofatores de vitaminas (folato, vitamina B12,
vitamina B6), transtornos sisttmicos (anemia perniciosa, insuficiéncia renal, hipotireoidismo),
aspectos fisioldgicos (idade, sexo), drogas (antagonistas de folato, antagonistas da vitamina B6)
e estilo de vida da populacéo (dieta, tabagismo) (BOLANDER-GOUAILLE; BOTTIGLIERI,
2007 HANKEY; EIKELBOOM, 1999). Portanto, compreender e determinar as causas da
concentracdo anormal e os mecanismos envolvidos referentes a Hcy séo relevantes, visto que,
a partir dessas informacdes € possivel obter dados de um determinado estado bioldgico para

fins clinicos e médicos.
2.3 Polimeros com impressdo molecular magnéticos

Os polimeros com impressdo molecular (MIPs) sdo polimeros sintéticos com a
capacidade de simular as interacBes bioldgicas tais como o anticorpo-antigeno e enzima-
substrato, por isso, muitas vezes, eles sdo denominados de polimeros biomiméticos. A sintese
eficaz dos MIPs permite utiliza-los em técnicas eletroanaliticas de reconhecimento molecular,
devido as suas propriedades seletivas caracterizadas por sitios de reconhecimento
complementar & molécula de interesse (YANEZ-SEDENO; CAMPUZANO; PINGARRON,
2017). Esse fato permite a substituicdo de moléculas bioldgicas em metodologias analiticas
pelos MIPs, o qual desempenham as mesmas funcGes dos receptores bioldgicos, com as
vantagens de serem mais estaveis quimicamente (pH, pressao e temperatura) e ter o melhor
custo beneficio (ALI; OMER, 2021).

Os MIPs sdo sintetizados, de maneira geral, por polimerizacdo na presenca de
mondmeros funcionais, mondmeros estruturais, iniciador radicar, solvente porogénico e a
molécula molde. Inicialmente, a molécula molde forma um complexo covalente ou néo
covalente com os grupos funcionais dos monémeros em um solvente porogénico adequado, essa
etapa é denominada pré-polimerizagdo. O mondmero funcional, por sua vez, tem uma porcao
polimerizavel que em conjunto com os demais reagentes citados acima forma uma matriz

polimérica rigida ao redor do analito. Por fim, a molécula molde é removida deixando um
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polimero com cavidades impressas de reconhecimento, isto €, os MIPs (LAMAQOUI et al., 2021;

ZHANG, 2013). Esse procedimento simplificado esta esquematizado na Figura 4.

Figura 4 — Esquema geral da sintese de polimeros com impressdo molecular.
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A escolha do analito, molécula molde, € de extrema relevancia quando se pretende
utilizar a metodologia de impressdo molecular. Essa abordagem, diferente dos receptores
bioldgicos, pode ser aplicada a uma variedade de compostos, com interesse em diversas areas
do conhecimento — medicinal, alimenticio, ambiental etc. Apesar disso, ndo sdo quaisquer
moléculas que podem ser empregadas como moldes. Esses compostos tém de ter grupos
funcionais capazes de interagir com o mondmero funcional, a fim de que a impressdo molecular
seja realizada. Além disso, moléculas com extensdo muito grande podem comprometer a
seletividade do polimero devido a maior cavidade dos sitios ativos que favorecem a interacao
com outros compostos diferentes dagquele que se pretende determinar (KUTNER; SHARMA,
2018).

As principais interagdes entre o analito e 0s mondmeros funcionais estdo subdivididas
em cinco grupos importantes: (1) ndo covalente, (I1) eletrostatica ou ibnica, (1) covalente, (1V)
semicovalente e (V) coordenacdo de centro de metal. A polimerizacéo via ligacdo nao covalente
(ligagBes de hidrogénio, van der Waals, empilhamento n—= e intera¢cdes hidrofdbicas) sdo as
mais utilizadas, devido a simplicidade experimental e a eficiéncia de impressao para uma gama
de analitos, mas quando comparada as demais abordagens, o fator de homogeneidade é menor

devido as fracas interacfes entre a molécula molde e os monémeros. Quanto a abordagem
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eletrostatica ou idnica (ions carregados positivamente ou negativamente), sao interacoes fortes
que geram MIPs mais seletivos. Apesar disso, esses MIPs podem ter sua eficiéncia
comprometida devido a impurezas — produtos nao reagidos da sintese dos MIPs ou ions de
amostras a serem analisadas — carreadas pela forca eletrostatica. J& a impressdo covalente se
caracteriza pela formacéo de ligacGes entre 0 modelo e os monémeros funcionais. Os MIPs
produzidos detém sitios mais seletivos por causa da homogeneidade dos locais de
reconhecimento formados. Outro tipo de abordagem diz respeito a ligacdo semicovalente, isto
é, na sintese dos MIPs a ligacdo entre o analito e os monémeros funcionais sdo de natureza
covalente, mas na etapa de religacdo dos MIPs ao analito em amostras de estudos, € utilizada a
ligacdo ndo covalente. Por fim, tem-se a impresséo via coordenacdo metal-ligante que visa gerar
polimeros impressos com ions a partir de moléculas que tém a capacidade de coordenacéo.
Essas interacbes vao determinar o arranjo espacial dos mondmeros funcionais ao redor da
molécula e a forca de ligacdo dos MIPs, fatores importantes para a seletividade da estrutura
final da matriz polimérica (KUTNER; SHARMA, 2018).

Outro aspecto importante na sintese dos MIPs, diz respeito a utilizacdo do solvente
porogénico adequado, pois ele deve fornecer um meio ideal para a interagdo dos reagentes sem
prejudicar a reacdo. Além disso, ele é responsavel por influenciar as caracteristicas
morfologicas dos MIPs (KUTNER; SHARMA, 2018).

A impressdao molecular é uma abordagem analitica eficiente, mas que ainda tem
limitaghes, apesar de esses materiais terem morfologia porosa, suas cavidades de
reconhecimento ficam confinadas a matriz polimérica, o que aumenta a barreira dimensional e
dificulta a aplicacdo dessa metodologia em sensores (KHAN et al., 2019). Para contornar esse
problema, varios artigos na literatura relatam a utilizacdo da metodologia de impressdo
molecular juntamente com as nanoparticulas magnéticas (mag-MIPs). Pois, as nanoparticulas
aumentam a area superficial otimizando a cinética e a capacidade de ligacdo, que melhora a
estabilidade do material (KUHN et al., 2020). Além disso, as propriedades magnéticas
permitem a separacdo rapida e facil dos analitos adsorvidos em amostras complexas a partir de
um campo magnético externo (RUIZ-CORDOVA et al., 2018).

Os mag-MIPs sédo polimeros com impressao molecular magnéticos que tem um ndcleo
metalico denominado core envolto pelo material biomimético shell, o qual é representado por
core@shell (HUSSAIN et al., 2016). A modificacdo das nanoparticulas magnéticas é de facil

execucdo, bem como protege a degradacdo do material, preservando suas propriedades
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magnéticas, além de permitir boa compatibilidade com diversos analitos. A funcionalizacdo
acontece, simplificadamente, a partir de duas etapas: modifica-se a nanoparticula com
tetraetilortossilicato (TEOS) para fornecer grupo —OH e, depois, o material é tratado com 3-
(trimetoxisilil) propil metacrilato (MPS) para fornecer grupos C=C ativados importantes para a
etapa de polimerizacdo dos mag-MIPs, Figura 5. Ademais, um polimero de controle, polimero
ndo impresso magnético (mag-NIP) é sintetizado de maneira analoga ao procedimento dos mag-
MIPs, mas na auséncia da molécula molde (BERGAMIN et al., 2019).

A (ltima etapa da sintese de mag-MIPs caracteriza-se pela extracdo da molécula molde
da matriz polimérica que pode ser realizada a partir de solventes organicos ou aquosos. Este
método utiliza-se do processo de separacdo por extracdo através de um aparelho Soxhlet para a
remocao de um material de outro por meio da lavagem com um solvente (NAWAZ et al, 2021,
BELBRUNO, 2018). A depender do tipo de impressdo dos polimeros formados, necessita-se
de outros meios para auxiliar a extracdo do analito, como por exemplo, aumento da temperatura
do sistema, uso de acido ou base para enfraquecer a interacdo entre os MIPs e o analito. Essa
etapa ndo € trivial, visto que a remocao eficaz da molécula molde disponibilizara o tamanho e
formato adequado das cavidades dos mag-MIPs, influenciando a posicéo e orientacdo dos sitios
de reconhecimento para a religacdo do analito, fatores importantes para a seletividade do
material (KUTNER; SHARMA, 2018).

Figura 5 — Representacdo esquematica da etapa de modificacdo das nanoparticulas magnéticas
e sintese dos polimeros magnéticos com impressdo molecular (mag-MIP).
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2.4 Nanoparticulas magnéticas: magnetita

A magnetita, FesO4 ou FeO - Fe;O3 é um dos materiais magnéticos mais antigos ja
conhecidos pelo homem, este composto faz parte das classificacbes de quimica inorgéanica de
materiais denominados 6xidos de ferros, foi descoberto no distrito de Magnésia, na Grécia
antiga, e seu nome é derivada do local onde foi encontrada (BUSCHOW, 2005). Tem-se registro
gue a magnetita, também denominada Lodestone, era utilizada em bussolas pelos navegadores
antigos por volta de 85 d.C. (depois de Cristo). Esse material magnético tem diversas aplicacdes
tecnoldgicas, seja como nanoparticulas ou na forma de filmes para utilizagdo em biomedicina,
armazenamento de informacgfes, armazenamento magnético, bioimagem, biossensores e
liberacdo de farmacos (RIVANI et al., 2019; ZHANG; ZHAO, 2017; KRISHNAN, 2016).

A magnetita possui um arranjo cubico que se cristaliza na estrutura de espinélio
invertido, analogo ao espinélio mineral MgO - Al,Os. Os anions de oxigénio, 0%, sdo arranjados
em cubos de face centradas (CFC) de tal forma que existem dois tipos de sitios de coordenacao:
(A) sitios tetraédricos e (B) sitios octaedricos, como demonstrado na Figura 6. Quanto aos
cations, os fons Fe?* estdo situados nos sitios octaédricos e os fons Fe3* estdo divididos de
maneira igual nos sitios octaédricos e tetraédricos, ocupando 1/8 dos espacos tetraédricos e 1/2
dos espacos octaédricos (RIVANI et al., 2019; SPALDIN, 2010). Para mais, os ions Fe** nos
sitios octaédricos estdo alinhados paralelamente, mas estéo situados de forma oposta com os de
Fe3* que estdo nos sitios octaédricos, como resultado os momentos magnéticos se cancelam.
Assim, os (inicos fons contribuintes para a magnetizacdo da magnetita sdo os ions Fe?*, que tém
todos os seus ions paralelos entre si, 0 que da origem a propriedade de ferrimagnetismo desse
composto (BUSCHOW, 2005). Algumas das propriedades gerais da magnetita estdo dispostas
na Tabela 1.

Figura 6 — A estrutura de espinélio inverso da magnetita, Fe3Oa.

B = Fe?*ou Fe*
(Octaédrico)

Fonte: Adaptado de (RIVANI et al., 2019).
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Tabela 1 — Propriedades gerais da magnetita.

Propriedades Magnetita
Formato da célula cubico
Dimensoes da célula (nm) 0.896

Densidade (g cm™) 5.18

Cor preto

Tipo de magnetismo ferrimagnético
Tipo de estrutura Espinélio inverso

Fonte: Adaptado de (CORNELL; SCHWERTMANN, 2003).

Os materiais ferrimagnéticos possuem propriedade de magnetizacdo espontanea a
temperatura ambiente, até na auséncia de um campo aplicado, semelhante aos ferromagnéticos.
A magnetizacdo geral observada nesses compostos é decorrente do alinhamento antiparalelo
das espécies que possuem diferentes magnitudes do momento magnético no material,
resultando em um momento magnético liquido diferente de zero. A representacdo de um
composto ferrimagnético é mostrada na Figura 7. Como resultado, em nivel macroscépico, 0s
ferrimagnéticos se comportam como ferromagnéticos apresentando grande suscetibilidade e
histerese (SPALDIN, 2010). Essas caracteristicas estdo associadas com a natureza do composto

e sua estrutura atbmica e molecular.

Figura 7 — Ordenacéo de ions magnéticos em uma rede ferrimagnética.

-— — A —= a— @ —=
—_— Al — Al —= a—
-g— — -— — -_\— —
—_— il — el —= a—
-— — — — -_\— —
—_— il — el —= a—

Fonte: SPALDIN, 2010.
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As nanoparticulas magnéticas sdo consideradas uma ferramenta importante para
diversas aplicacOes biotecnologicas de separagdo magnética, inclusive os procedimentos
eletroanaliticos que utilizam, por exemplo, a magnetita em magneto-sensores (RUIZ-
CORDOVA et al., 2018). Isso acontece devido as suas excelentes propriedades magnéticas, alta
estabilidade, baixa toxicidade, boa biocompatibilidade, rapidez e facil operacdo. Além disso, a
magnetita permite modificacdo e funcionalizacdo da superficie, sem perdas significativas de
suas propriedades (BERGAMIN et al., 2019). Dessa forma, o referido material demonstra ser
um composto promissor para a separagao eficiente de um dado analito em diferentes matrizes

complexas, tais como os sistemas biologicos empregando um sensor eletroquimico.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolver um sensor eletroquimico magnético baseado na metodologia de polimeros
impressos molecularmente (mag-MIPs), constituido de nanoparticulas magnéticas modificadas
(core) com MIPs (shell), no formato core@shell, para a determinacdo de Hcy em amostras

sintéticas, miméticas de matrizes bioldgicas.
3.2 Obijetivos especificos
e Sintetizar as nanoparticulas magnéticas e funcionaliza-las;
e Auvaliar as propriedades morfol6gicas das nanoparticulas magnéticas;

e Polimerizar as nanoparticulas magnéticas na presenca e na auséncia de Hcy, (mag-

MIPs) e (mag-NIPs) respectivamente;
e Caracterizar os mag-MIPs e 0 mag-NIPs;

e Otimizar os parametros experimentais: massa do polimero, tempo de interacdo, pH,

natureza tampéo;

e Avaliar o desempenho dos mag-MIPs em relacdo ao mag-NIPs sintetizados aplicando

técnicas eletroquimicas;

e Determinar os parametros analiticos tais como: limite de deteccdo, limite de

quantificacdo, sensibilidade e faixa linear de resposta para a determinacédo de Hcy;

e Aplicacdo dos mag-MIPs em amostras sintéticas.
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4 METODOLOGIA

Inicialmente realizou-se a sintese das nanoparticulas magnéticas e sua posterior
funcionalizagdo. Em seguida, o polimero com impressdo molecular foi formado na presenga
das nanoparticulas magnéticas funcionalizadas juntamente com o monémero funcional (2-
hidroxietil metacrilato), o monémero estrutural trimetacrilato de trimetilolpropano (TRIM), o
iniciador radicalar 2,2-azobisisobutironitrila (AIBN) e a molécula molde (Hcy) — a sintese do
polimero ndo impresso também foi realizada, repetindo o mesmo procedimento, mas na
auséncia do analito (Hcy). Apos a polimerizacdo, o analito foi extraido das cavidades dos
polimeros impressos. Os mag-MIPs foram entéo caracterizados por Microscopia Eletrénica de
Varredura com Emissdo de Campo (MEV-FEG), Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica (EIE) e
Magnetometria de Amostra Vibrante (VSM), bem como um estudo de massa e tempo para
otimizacdo dos experimentos eletroquimicos. Por fim, o desempenho dos mag-MIPs foi
avaliado em comparacdo aos mag-NIPs por meio de técnicas eletroanaliticas. Esse processo

metodoldgico estd exemplificado na Figura 8.

Figura 8 — Representacdo esquematicas das principais etapas metodoldgicas.

Funcionalizagio H Sintese MIPs e NIPs ]—[ Caracterizagdo fisica ]—-[ Estudos eletroquimicos ]

Fonte: Autora, 2022.

4.1 Reagentes e solucdes

Os reagentes utilizados foram de grau analitico, Tabela 2. Todas as solu¢des foram
preparadas em &gua deionizada (resistividade 18,2 MQ.cm a 25 °C) obtida do sistema de
purificacdo Millipore Direct-Q 3 e os valores de pH medidos foram realizados num pHmetro
Quimis Q400MT. As solucdes estoques de Hcy foram preparadas utilizando-se etanol/agua
50% (v/v).

Tabela 2 — Relagéo dos reagentes utilizados.

REAGENTES PROCEDENCIA

2-Hidroxietil Metacrilato Sigma-Aldrich

2,2-azobisisobutironitrila Sigma-Aldrich



Acetonitrila

Acido acético

Acido borico

Acido citrico

Acido fosforico

Acido drico

Bicarbonato de sddio

Cisteina

Cistina

Cloreto de aménio

Cloreto de célcio dihidratado
Cloreto de ferro (111) hexahidratado
Cloreto de ferro tetra-hidratado
Cloreto de magnésio

Cloreto de potassio

Cloreto de sédio

Etanol

Fosfato de potassio monobasico
Fosfato de sodio dibasico
Fosfato de sodio monobasico
Glutationa oxidada

Glutationa reduzida

Hidroxido de amonio
Homocisteina

Metacrilato de 3-(trimetoxissilil) propil
Metanol

N-Acetil-L-cisteina

Panreac
Quimex
Merk
Merk
Isofar
Merk
Mallinckrodt
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Mallinckrodt
Vetec
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Dinamica
Isofar
Merk
Synth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Synth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Panreac

Merk
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Sulfato de sddio anidro Isofar
Tetraetilortossilicato Acros
Tiocianato de potassio Dinamica
Tolueno Synth
Trimetacrilato de trimetilolpropano Sigma-Aldrich
Ureia Merck

4.2 Instrumentacao

As andlises eletroquimicas foram realizadas com um potenciostato modelo PGSTAT30
da AUTOLAB acoplado a um microcomputador dirigido pelo programa GPES (General
Purpose Electrochemical Software), para controle de potencial e aquisicdo de dados. O sistema
eletroquimico constituiu-se de uma célula eletroquimica de trés eletrodos: o eletrodo de
referéncia Ag/AgCl (KCI saturado), o contra-eletrodo de platina espiralado e o eletrodo
magnético como eletrodo de trabalho. Para o estudo de temperatura, utilizou-se um banho ultra-
termostatico (Solab, modelo SL-152/10), em célula de vidro dividida, encamisada, adquirida da

Labsolution.

A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE) foi realizada em 0,5 M KCI
contendo 5 mM Fe(CN)s*7*~ em uma faixa de frequéncia de 0,1 Hz a 100 kHz com um Autolab
PGSTAT302N equipado com um médulo FRA2 (Metrohm, Holanda) dirigido pelo programa
NOVA 2.0.

As medidas magnéticas foram realizadas pela Dra. Rosane Melo, no Instituto de Fisica
da Universidade Federal de Goias, Brasil. Foi usado o equipamento ADE magnetics (modelo
EV9). As medidas das curvas de histerese magnéticas foram realizadas em temperatura
ambiente variando o campo magnético de -20000 Oe a +20000 Oe. O porta amostra utilizado
nas medidas foi construido com material polimérico de acrilico, para evitar interferéncias

magnéticas e a vareta que sustenta o porta amostra foi construida de quartzo.

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos, empregando-se um espectrémetro
FTIR Vertex 70 da Bruker, com uma fonte de laser e detector L-alanina dopado com sulfato de

triglicina deuterada (DLaTGS), utilizando uma faixa de leitura de 4000 a 400 cm™. A analise
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foi realizada diretamente nas amostras solidas ou liquidas, pela técnica de Reflectancia Total
Atenuada (ATR).

A morfologia dos polimeros foi analisada utilizando a técnica de microscopia eletronica
de varredura com campo de emissdo (MEV-FEG; modelo JSM 6330F), onde as nanoparticulas
e os polimeros foram dispersos em alcool isopropilico e colocados em um banho ultrassom
(Unique modelo USC — 1400) por 10 min, os polimeros foram recobertos com ouro, para

posterior analise no microscopio.
4.3 Preparo dos mag-MIPS e mag-NIPS
4.3.1 Sintese e modificacdo das nanoparticulas de Fez04

A sintese das nanoparticulas magnéticas (MNPs), Fe30s, foi baseada no método
publicado por KONG et al., 2012, esta representada, de maneira simplificada, na Figura 9.
Realizou-se, entdo, a co-precipitacio de 0,01 mmol de Fe** e 0,02 mmol de Fe*" em meio
béasico. Para isso, solubilizou-se os sais de ferro em 80,0 mL de H20O, com agitacdo vigorosa
(800 rpm) sob nitrogénio. O precipitado das MNPs foi separado com um imé& permanente e
lavado com &gua, para remover 0s produtos quimicos ndo reagidos e depois secado no vacuo.
Posteriormente, 300 mg de MNPs foram dispersos em 40 mL de etanol, em meio bésico e
colocados no banho ultrassom durante 15 min, seguido da adicdo de 2 mL TEOS. Deixou-se a
mistura reagir durante 12 h a temperatura ambiente, com agitacéo (400 rpm). Os produtos foram
coletados por separacdo magnética, lavados com &cido cloridrico diluido e &gua ultrapura e
secados no vacuo. Os MNPs de Fe30.@ SiO> foram modificados por MPS, através da dispersao
de 250 mg dos MNP Fe304@SiO2 em 50 mL de tolueno anidro contendo 5 mL de MPS e
deixou-se reagir a mistura durante 12 h sob nitrogénio. Apos separa¢do magnética, lavou-se

com agua e secou-se no vacuo, obtendo-se os produtos (Fes04@ SiO,-C=C).

Figura 9 — Esquema ilustrativo das etapas referente a sintese e funcionalizagdo das

nanoparticulas magnéticas.

O
FeCl, + FeCl, TEOS —OH MPS —0
NH,0H NH,0H —OH —Cy |
~
Fe, 0, Fe;0,@Si0, Fe,0,@Si0, CH=CH,

Fonte: Adaptado de (BERGAMIN et al., 2019)
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4.3.2 Simulacdo computacional

O estudo de simulacdo computacional foi realizado pelo doutorando Lucas Neres do
grupo de pesquisa de eletroanalitica de Araraquara (GEAr/UNESP). A metodologia de
modelagem molecular computacional foi utilizada para a otimizag&o da sintese dos MIPs, a fim
de identificar qual o mondmero seria mais adequado em relacdo a molécula molde Hcy.
Portanto, os seguintes programas foram utilizados (WONG et al, 2015): (i) HyperChem® 8.0.5
usado para modelagem das moléculas a serem utilizadas na sintese dos MIPs. (ii) OpenEye®
(pacote de softwares) contendo VIDA 3.0.0, Omega2 e Szybki 1.2.2. O VIDA 3.0.0 permitia

visualizar as moléculas modeladas identificando possiveis erros de ligacdes entre atomos,

enguanto o0 Omega2 gerou diversos conférmeros das moléculas, o que tornou possivel levar em
consideracao os provaveis impedimentos espaciais. Por padrao, sdo gerados 10 conférmeros do
analito, sendo escolhidos 3 ao acaso para realizar os testes simulatorios. O Szybki 1.2.2 leva a
molécula ao seu estado de menor energia permitindo identificar o seu estado mais estavel. (iii)
O Autolt 3.3.6.0, aplicativo que utiliza linhas de comandos (scripts) para automatizar processos
repetitivos durante a modelagem molecular, elimina erros humanos durante os procedimentos.
(iv) O Multiple Minima Hypersurfaces (MMH) com MOPAC (Molecular Orbital PACkage)
2009 permite fazer simulacdes da Hcy e monémero funcional (2-hidroxietil metacrilato). Ou
seja, este programa faz a aproximacdo dos mondmeros com a molécula que serd usada como
molde, calculando a energia liberada para verificar a afinidade entre eles. Ja 0 MOPAC é um

utilitario que emprega quimica quéntica semi-empirica para os céalculos de aproximacao.
4.3.3 Sintese dos mag-MIPs e mag-NIPs

Os polimeros impressos (MIPs) e ndo impressos (NIPs) foram sintetizados sobre as
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas, gerando mag-MIPs e mag-NIPs para a Hcy.
Realizou-se o procedimento pelo método de precipitacdo. Para isso, 1,5 mmol de Hcy (como
molécula molde) foi dissolvido em 8 mL de agua e adicionados a 3 mmol de 2-hidroxietil
metacrilato (como mondmero funcional) e 100 mL de 3:1 acetonitrila (ACN)/tolueno (usado
como solvente porogénico). Deixou-se a mistura interagir por 2 h, sob agitacdo constante. Em
seguida, 200 mg de nanoparticulas de magnetita funcionalizadas foi adicionada a essa solucéo
e acrescentou-se a mistura 10 mmol de TRIM (mondmero estrutural) e 1 mmol de AIBN
(iniciador radicalar), sob atmosfera inerte (N2> borbulhado a solucdo continuamente em baixo
fluxo), de maneira a impedir que o oxigénio interfira na polimerizacdo. No processo de

fotopolimerizacéo foi utilizado um reator a 5°C e acionado a lampada de vapor de Hg de alta
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pressdo (125 W) em tubo de quartzo sob nitrogénio por 2 h. Os mag-NIPs correspondentes

foram preparados de maneira analoga, mas na auséncia da molécula molde, isto €, Hcy.

Em seguida, o polimero obtido foi colocado para lavagem no sistema Soxhlet. Nas
primeiras 24 h, foram lavadas com agua deionizada para a retirada da molécula molde. Apos
24 h foram lavadas com 100 mL da proporc¢édo 70/30 (v/v) metanol: &cido acético, para remocao
do excesso de reagentes da sintese e depois mais 24 h com 100 mL de 4gua. Com o intuito de
verificar a eficiéncia de remoc¢éo da Hcy do polimero, as soluc¢Bes do solvente de lavagem foram
analisadas por espectrofotometria UV-Vis a cada 12 h. As principais etapas da sintese dos mag-

MIPs estdo dispostas na Figura 10.

Figura 10 - Representacdo esquematica da sintese dos mag-MIPs.
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Fonte: Autora, 2022.

4.3.4 Preparacdo do eletrodo magnético composito grafite-epéxi (m-GEC)

O eletrodo de trabalho foi cedido pela Profa. Dra. Maria Isabel Pividori da Universidade
Auténoma de Barcelona e preparado de acordo com Pividori e Alegret (PIVIDORI; ALEGRET,
2003). O processo de fabricacdo foi realizado em quatro etapas, ilustradas na Figura 11. A
primeira etapa consiste na jun¢ao de um conector feminino a um parafuso, seguida da conexao
do fio metalico a um disco de cobre. Na terceira etapa um pequeno ima de neodimio (3 mm) foi
colocado no corpo da luva de PVC (6 mm), com um contato elétrico, por fim, a pasta resultante
da mistura de po de grafite e a resina Epotek H77 na proporcao de 1:4 (m/ m) foi preenchida

até a profundidade de 3 mm, cobrindo um ima de neodimio.
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Figura 11 — Representacao esquematica da fabricacéo do sensor magnético, m-GEC.

>
Conector
feminino
Paratuso
de metal
Fio metalico
Disco de cobre

Tubo de PVC ima de Grafite-epoxi
neodimio

Fonte: Adaptado de (SANTOS, 2021).

4.3.5 Experimentos de adsorcdo de ligacdo dos mag-MIPs e mag-NIPs

A deteccdo eletroquimica Hcy foi obtida por pré-concentracdo no mag-MIP ou mag-
NIP. Inicialmente, 3,0 mg de cada um dos polimeros (mag-MIP e mag-NIP) foram dispersos
em 1,0 mL de solugdo 50% etandlica contendo 0,1 mmol L de Hcy, foram agitados em um
shaker rotativo por 90 min. Apds a dispersdo, foi realizada a separacdo dos materiais através da

atracdo do polimero pelo campo magnético externo (eletrodo m-GEC).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s polimerizacdo e retirada do analito da cavidade dos produtos de cada etapa da
sintese, eles foram caracterizados por MEV-FEG, FTIR, EIE e VSM. Apds as caracterizacdes,
0s mag-MIP e mag-NIP foram atraidos pelo eletrodo (m-GEC) e avaliada sua capacidade de
adsorcéo e otimizacdo da metodologia aplicada (tempo de interagdo, massa, pH, natureza do

tampéo e forca idnica).
5.1 Otimizacgdo da sintese dos mag-MIPs empregando ferramentas computacionais

Para a sintese de mag-MIPs e de mag-NIPs, ha uma grande quantidade de mondmeros
funcionais que podem ser utilizados, sendo comum, um grande consumo de tempo e reagentes
na tentativa de obter o polimero mais adequado para o analito escolhido, além de acarretar o

aumento do custo de pesquisa e descarte de reagentes contaminantes.

A modelagem molecular computacional pode auxiliar a prever as melhores condigdes
experimentais para este fim, reduzindo custos e eliminando o fator “tentativa e erro”, obtendo
mag-MIPs mais seletivos e com melhor desempenho na extracédo e pré-concentracdo do analito,
pois as simulag¢fes quimicas computacionais podem mostrar, por exemplo, quais monémeros
terdo melhor afinidade com a molécula de interesse, resultando em polimeros mais eficientes.
Neste sentido, a simulacdo computacional foi realizada com o intuito de verificar a variacdo da
energia de ligacdo de Hcy com os mondmeros funcionais. Foram, entdo, escolhidos 6
mondmeros comumente utilizados para a sintese dos MIPs, levando em consideracdo também
os reagentes disponiveis no laboratério (KUTNER; SHARMA, 2018; MARTIN-ESTEBAN,
2001).

A Figura 12 mostra os resultados obtidos a partir da simulacdo computacional. Os
valores de energia podem ser interpretados como a energia liberada na aproximacao entre cada
mondmero e Hcy, sendo que quanto maior a energia liberada (maior estabilidade), maior a
afinidade entre eles, e teoricamente mais seletivo o polimero resultante. Observando o0s
resultados obtidos, nota-se que os mondmeros de maior energia liberada para a Hcy foi o 1,4-
divinil benzeno e o 2-hidroxietil metacrilato. Descartou-se 0 monémero de maior energia
liberada, 4-divinil benzeno, devido a maior afinidade de ligacdo com o analito, visto que a
remocgdo da Hcy das cavidades do polimero poderia ser dificultada. Assim, o 2-hidroxietil
metacrilato, com energia intermediaria, foi escolhido para realizar as sinteses e avaliar 0

comportamento frente ao reconhecimento da Hcy.
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Figura 12 — Valores de energia de pares de ligacdo entre a molécula molde Hcy e seis

mondmeros  funcionais:  1-vinilimidazol, 2-vinilpiridina, 4-imidazol acrilico, 1,4-

divinilbenzeno, 4-vinilpiridina e 2-hidroxietil metacrilato.
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Fonte: Autora, 2021.

5.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 13 apresenta os espectros no infravermelho da magnetita e apds a sua
funcionalizagdo com TEOS e MPS. No espectro da F3O4, em preto, observa-se uma banda em
532 cm™* que € atribuida a ligagdo Fe-O desse composto. Além disso, os picos em 1614 cm™ e
3196 cm™ estdo associados respectivamente a vibragdo de deformagcéo e estiramento dos grupos
—OH provenientes, possivelmente, da adsorcdo da agua na superficie da magnetita
(PIOVESANA et al., 2020; HEMMATI; SAHRAEI; GHAEMY, 2016). Ja nos espectros da
segunda e terceira etapa referentes aos compostos FsO4@TEOS (em vermelho) FsOs@MPS
(em azul), verifica-se em ambos uma banda em 1063 cm™, que é atribuida a vibracdo de
alongamento assimétrico de Si—O-Si (MA et al, 2021). Esses resultados indicam que a sintese
foi bem-sucedida da magnetita, bem como a funcionalizagéo deste composto das nanoparticulas
magnéticas, 0s quais sdo compativeis com os resultados do MEV-FEG e VSM.
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Figura 13 — Espectro de FTIR das Fe3O4; FesOs@TEOS; FesOs@MPS.
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A Figura 14 apresenta 0s espectros do mag-MIP, mag-NIP e do mondmero
estrutural utilizado na sintese. As bandas atribuidas ao mondmero estrutural trimetacrilato de
trimetilolpropano (TRIM) estdo listadas e atribuidas na Tabela 3. Podemos observar que a
estrutura do mag-MIP e mag-NIP é constituida basicamente do monémero estrutural, uma vez
que é o componente da sintese empregado em maior quantidade. Adicionalmente, os
estiramentos e transicBes sdo conservados na formacdo do polimero. Comparando-se 0s
espectros mag-MIP e mag-NIP observa-se que o analito foi removido da cavidade seletiva do
mag-MIP e os polimeros, apresentaram bandas semelhantes, como esperado. Outra observacéo
interessante obtida no espectro do mag-MIP é a auséncia do sinal referente a ligagdo dupla entre
os carbonos (C=C) em 1637 cm, presente no espectro do TRIM, indicando que ocorreu a

polimerizacgéo pelas quebras das ligagdes duplas entre os carbonos pelo iniciador radicalar.
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Figura 14 — Espectros de FTIR do monémero estrutural TRIM, dos polimeros magnéticos

impressos (mag-MIP) e dos polimeros magnéticos ndo-impressos (mag-NIP).
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Tabela 3 — Atribuicdo das bandas do espectro de FTIR do monémero estrutural TRIM para

comparagdo com 0s mag-MIPs e mag-NIPs.

Principals — 5q66 1717 1637 1454  1292e1142 939,812 e 652
bandas (cm™)
Atribuictes vC-Hsp® vC=0 vC=C §CH: v C-0 o C-0

v = deformacéo axial; 6 = deformagdo angular simétrica; ® = deformagao angular fora do plano.

Fonte: Autora, 2021.

5.3 Magnetometria de amostra vibrante (VSM)

A VSM ¢ uma técnica importante para a caracterizacdo de compostos magnéticos, pois
por meio dela € possivel mensurar as propriedades fundamentais das MNPs como
magnetizacdo, retentividade e histerese. Essa técnica baseia-se na alteragdo de fluxo magnético,
ocasionado por um campo uniforme, em torno de um material. Essa vibracdo induz uma

corrente alternada nas bobinas detectoras do magnetémetro que € proporcional a magnetizacéo
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da amostra, por sua vez, essa grandeza pode ser medida quantitativamente por meio de um
amplificador (SANKHI; TURGUT, 2020)

Assim, quando um composto magnético € submetido a um campo magnetico, H, pode-se
observar que a magnetizacdo, M, do material chega a um limite, denominada magnetizacdo de
saturacdo (Ms), que é gerada pelo alinhamento de quase todos os dominios magnéticos da
amostra. Com a variacdo do campo magnético para um valor nulo, a magnetizacdo diminui para
um valor diferente de zero, chamado de retentividade (Mg). A retentividade consiste na
remanéncia de magnetismo no material mesmo ap6s o campo aplicado ser anulado. Quando o
campo € aplicado em valores inferiores, ocorre a desmagnetizacdo do material, este ponto do
grafico é chamado de campo coercitivo (Hc). Se continuarmos a aplicar o campo no sentido
inverso o material voltard novamente a regido de saturacdo magnética. Ao atingir o Ms em
valores negativos do campo, repetindo 0 mesmo processo no sentido inverso, obtém-se um ciclo
denominado histerese (SODIPO; AZIZ, 2016; BENZ, 2012; PANKHURST et al., 2003). O
fendmeno de histerese, portanto, estd associado ao comportamento irreversivel da densidade de
fluxo magnético quando um campo é aplicado e entdo removido (CALLISTER JR;
RETHWISCH, 2018)

Assim, para 0s materiais ferrimagnéticos como a FesOs as curvas de histerese sao
estreitas apresentando caracteristicas superparamagnéticas devido a influéncia do tamanho das
nanoparticulas (da ordem de nanémetros) (CHENG et al., 2021). Isso porque, 0 momento
magnético das nanoparticulas tem um Unico dominio, isto €, 0 momento magnético de todos 0s
atomos esta bem alinhado, Figura 15 (SODIPO; AZIZ, 2016). Verifica-se, portanto, a auséncia
de loop de histerese, retentividade e coercividade. Neste caso, as nanoparticulas com
caracteristicas superparamagnéticas podem ser controladas e separadas a partir da aplicacdo de

um campo externo.
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Figura 15 — Curva M-H da interagdo do momento magnético M com o campo magnético

externo H de material superparamagnético.
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Fonte: Adaptado de (SODIPO; AZIZ, 2016).

Na Figura 16, observam-se as curvas de histerese das nanoparticulas magnéticas e apds
a sua modificacdo com TEOS e MPS — Fe304, FesOs@TEQS, Fez0s@MPS, respectivamente
—, nota-se que a FesO4 possui valor positivo de Ms igual 42,50 eumg™, enquanto que a magnetita
funcionalizada na primeira e segunda etapa tem valores significativamente inferiores, com
valores positivos de Ms 8,81 eumg™ para a FesOs@TEOS e 6,14 eumg™ para FesOs@MPS.
Isso indica que o recobrimento da nanoparticula magnética diminui o Ms e, consequentemente,
em valores menores 0 aumento de um campo externo ndo fard efeito sobre as MNPs

funcionalizadas.

Figura 16 — Curvas de histerese magnética para Fe3Os (magnetita), FesOs@TEOS e
Fes04@MPS.
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Esse comportamento de diminuicdo de Ms do composto tambeém é observado nos
polimeros com impressao molecular magnético vs. polimero magnético ndo impresso. Percebe-
se pela Figura 17 que a magnetizagio do mag-MIP para valores positivos equivale
aproximadamente a 0,8 eumg™ enquanto que o mag-NIP, 0,7 eumg™. Isso acontece porque as
propriedades magnéticas sao sensiveis a variaveis estruturais. Logo, o polimero ndo impresso

com morfologia irregular favorece uma resposta menor ao campo magnético externo.

Figura 17 — Curvas de histerese magnética para o mag-MIP e mag-NIP.
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Fonte: Autora, 2021.

De maneira geral, mediante a andlise dos graficos obtidos por VSM, nota-se pouca
magnetizacdo remanente, nenhuma coercitividade e/ou loop amplo de histerese, caracteristica
de materiais superparamagnéticos. Assim, pode-se afirmar que as propriedades magnéticas
foram mantidas nos polimeros com impressao molecular, apesar da reducdo Ms dos compostos
a medida que eram funcionalizados. Tais consideracfes sdo importantes nos processos de

separagdo magnetica em técnicas eletroanaliticas.
5.4 Espectroscopia de impedéancia eletroquimica

Realizou-se a caracterizacao eletroquimica através da técnica de EIE, a fim de analisar a

resisténcia de transferéncia de carga para o sensor mag-GEC/MIP desenvolvido.

Os estudos foram realizados com uma faixa de frequéncia de 0,1 Hz a 100 kHz para 0s
eletrodos de m-GEC (branco), mag-GEC/MIP e mag-GEC/NIP em solugdo de 0,5 M KCI
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contendo 5 mM Fe(CN)¢* ™ — para os dois Ultimos eletrodos, 3 mg dos polimeros
correspondente foram concentrados previamente na superficie do m-GEC. Os espectros obtidos

nessas condicdes estdo apresentados na Figura 18 mais 0s seus respectivos circuitos, Figura 19.

Figura 18 — Espectros de impedancia eletroquimica para o eletrodo m-GEC, mag-MIP e mag-
NIP em 0,5 M KCI contendo 5 mM Fe(CN)s*74"em circuito aberto.
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Figura 19 — Circuitos equivalentes para 0 m-GEC, mag-MIP e mag-NIP.
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Fonte: Autora, 2021.

A impedéancia abrange as contribui¢bes de capacitancia, resisténcia e indutancia (ou
combinac0es de algumas delas) que um material tem de opor-se ao fluxo de corrente através de
um circuito. Para células eletroquimicas, geralmente sdo analisados a capacitancia e a
resisténcia do sistema, o qual pode ser mostrado por um circuito equivalente simples,
denominado circuito de Randles. Entdo, caracteristicas importantes dos sistemas eletroquimicos

podem ser obtidas.
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Portanto, através da Figura 18, pelo grafico de Nyquist para os referidos eletrodos, é
possivel observar nos espectros uma semicircunferéncia na regido de altas frequéncias e uma
parte linear para regides de baixas frequéncias, representados pela relacdo dos componentes real
(Z') e imaginario (-Z"). Os circuitos equivalentes para cada eletrodo mostram um valor de Rs,
que se refere a resisténcia da solucdo, conectada em série com o elemento de fase constante
(CPE) e a resisténcia de transferéncia de carga, Rp. A CPE diz respeito a capacitancia da dupla
camada do sistema, de acordo com o modelo de célula sugerido por Randles. Enquanto que, Rp
esta associada com o didmetro da semicircunferéncia dos espectros de impedancia, a qual é
controlada pela cinética de transferéncia de carga. Portanto, para maiores semicircunferéncias

tem-se maior resisténcia de carga e vice-versa.

Nos termos de Rp, comparando esses valores na Figura 18, percebe-se que m-GEC/MIP
tem melhor desempenho pois possui menor valor de didmetro de semicircunferéncia em Z’, isto
é, mostra menor resisténcia de transferéncia de carga na interface eletrodo/solucédo. Isso pode
ser verificado com os valores de R, de 127, 92,1 e 121 Q dos circuitos equivalente de m-GEC,
m-GEC/MIP e m-GEC/NIP, respectivamente da Figura 19. Considerando essas informagdes,
pode-se inferir que, possivelmente, as cavidades de interacdes seletivas para Hcy m-GEC/MIP
diminui a resisténcia de transferéncia de carga na superficie do eletrodo, facilitando a reacéo de
oxidacdo dessa espécie eletroativa. 1sso mostra que a baixa resisténcia do eletrodo empregando
o0 polimero com impressdo molecular magnético mostra-se promissora, uma vez que através da
técnica de EIE pode-se observar melhor condutividade elétrica para 0 m-GEC/MIP comparado

aos demais eletrodos avaliados.
5.5 Microscopia eletrénica de varredura com emissdo de campo (MEV-FEG)

Com o proposito de observar as diferencas na morfologia, distribuicdo e caracteristicas
superficiais em cada etapa da sintese foi empregada técnica MEV-FEG. As imagens na Figura
20 apresenta as nanoparticulas magnéticas obtidas com ampliacdo de 50.000 X nas trés
primeiras etapas da sintese, antes da obtencdo do mag-MIP. Na primeira etapa (a), as particulas
estdo um pouco aglomeradas e seus tamanhos variam de 10 a 22 nm. Na segunda etapa de
sintese, ocorreu o recobrimento das nanoparticulas com o TEOS (FesOs@SiO3), onde pode-se
observar o aumento no tamanho das nanoparticulas que possuem a variagao de 54 a 153 nm (b),
e na terceira etapa (c), ao serem tratadas com MPS (Fe304@SiO»-C=C) aumenta ainda mais o
tamanho devido ao processo de silanizagéo (inser¢do de um grupo metacrilico), com a variagao

no tamanho das nanoparticulas de 154 a 190 nm.
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Figura 20 — Imagens de MEV-FEG com ampliacdo de 50.000 X para (a) FesOs (magnetita),
(b) Fes04@SiO: e (c) Fez04@SiO,-C=C
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Fonte: Autora, 2021.

As imagens na Figura 21 referem-se ao mag-MIP(a) e mag-NIP (b) com ampliagéo de
5.000 X. Pode-se observar que as particulas obtidas tém um formato esférico e uniforme, com
uma ligeira aglomeracdo. Possuem tamanhos maiores que a magnetita (e magnetita
funcionalizada), com variagéo de didmetro de ~2-3 um para 0os MIPs e ~2-5 pum para 0s NIPs,
este Gltimo tem maior diferenca de didmetro devido a sua sintese ter ocorrido na auséncia da
Hcy dispondo uma morfologia irregular no polimero. E possivel também verificar uma
diferenca na morfologia das particulas do mag-MIP, que apresentam uma superficie

aparentemente mais porosa em relagdo ao mag-NIP.
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Figura 21 — Imagens de MEV-FEG com ampliacdo de 5.000 X para (a) mag-MIP e (b) mag-
NIP.

Fonte: Autora, 2021.
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5.6 Estudos eletroquimicos

Depois de caracterizados, os mag-MIPs e mag-NIPs tiveram suas eficiéncias avaliadas
pela capacidade de se religar a Hcy, ou seja, foi avaliada a especificidade do mag-MIP frente
ao mag-NIP, em funcéo de sua cavidade. Assim, com o intuito de maximizar a retencéo da Hcy
e obter maior sensibilidade, foram avaliadas previamente diferentes condi¢fes reacionais,

quantidade de massa de adsorvente, tempo, pH e natureza do tampao.
5.6.1 Estudo da influéncia da massa do polimero e o tempo de interagéo.

Estudos de adsor¢éo foram realizados a fim de obter parametros importantes sobre o
sistema estudado. Essas informacdes possibilitam a adequacdo das condi¢cdes experimentais
para a eletroandlise da Hcy via eletrodo m-GEC/MIP, minimizando a obtencdo de resultados

incoerentes.

Assim, fez-se inicialmente uma andlise das massas (1, 3, 5 e 7 mg) dos polimeros com
impressdo molecular e o polimero ndo impresso, constituidos pelo mondmero funcional 2-
hidroxietil metacrilato em relacdo a um tempo fixado de 30 min. A Figura 22 demonstra que 0s
polimeros impressos detém maior retencdo do analito em comparacdo aos mag-NIPs. Mais
especificamente, nota-se que a diferenca de massa do mag-MIP vs. mag-NIP equivalente a 3
mg acarreta numa maior adsorcdo de Hcy, visto que a corrente € maior nessa gquantidade
especifica comparada as demais. Além disso, ndo ha aumento de corrente para as massas

superiores.

Os intervalos de duracdo do experimento também foram investigados, considerando o
tempo de 15, 30, 60, 90 e 120 min. Pelo estudo anterior referente ao polimero de massa igual a
3 mg com maior adsor¢éo de analito, fez-se a otimizacao do experimento com essa quantidade
para avaliar o tempo de equilibrio para a retencéo da Hcy. Como pode ser observado pela Figura
23, 0 maior tempo de retencéo diz respeito aos 90 min. para 0 mag-MIP vs. mag-NIP, visto que
apos esse tempo ndo houve aumento significativo da corrente, pois o platd de saturacdo é

alcancado.

Esses resultados demonstram que a massa do polimero e o tempo de equilibrio do
experimento influenciam diretamente o desempenho dos mag-MIPs na presenga da Hcy. Por
isso, para se ter resultados contundentes com a realidade e de maneira eficiente, é necessario

levar em consideracdo esses aspectos.
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Figura 22 — Comparacdo da adsorcdo entre o mag-MIP e mag-NIP, Hcy: 0,1 mmol L*

(polimero com mondmero funcional 2-hidroxietil metacrilato).
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Fonte: Autora, 2021.

Figura 23 — Comparac&o da adsorcéo entre 0 mag-MIP e mag-NIP, Hcy 0,1 mmol L (polimero

com monomero funcional 2-hidroxietil metacrilato) em diferentes tempos.
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Fonte: Autora, 2021.
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5.6.2 Efeitos do pH e do tampé&o na resposta eletroquimica dos mag-MIPs e mag-NIPs

Para o estudo de pH, as medidas de VC foram feitas em uma solugdo tampéo Britton -
Robinson, em diferentes valores de pH, contendo 3 mg de mag-MIP e mag-NIP que foram pré-
concentrados em uma solugdo contendo 0,1 mmol L™ de Hey na superficie do m-GEC. A Figura
24 apresenta os voltamogramas ciclicos para 0 mag-MIP e mag-NIP. Pode-se observar a
dependéncia do potencial de pico em relacdo ao valor de pH, bem como o potencial de oxidacao
de Hcy que foi deslocado para valores menos positivos com o aumento do pH com uma pequena

diminuicédo das correntes anddicas.

Figura 24 — Voltamogramas ciclicos utilizando o eletrodo de (a) m-GEC/MIP e (b) m-
GEC/NIP na presenca de 0,1 mmol L de Hcy em tamp&o Britton — Robinson 0,1 mol L em

diferentes pH, v=20 mV s,
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Fonte: Autora, 2021.

Portanto, percebe-se que o pH é um parametro importante que pode favorecer ou
desfavorecer a reacéo da Hcy. Pois, a depender da protonagédo ou desprotona¢do do composto,
ele pode interagir de maneira diferente com o mondmero 2-hidroxietil metacrilato constituinte

dos polimeros. A Figura 25 apresenta os valores de pKa da Hcy.

Figura 25 - Valores de pKa para a homocisteina.
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Fonte: Adaptado de (NEKRASSOVA; LAWRENCE; COMPTON, 2003).
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Pode-se concluir pela Figura 24 que os melhores pHs sdo 7 e 7,4, devido a melhor
definicdo de pico de corrente e potencial de oxidacdo da Hcy. Isso porque, em pHs mais
elevados quanto maior a densidade eletrdnica no grupo responsavel pela transferéncia de
elétrons na Hcy mais fécil a oxidacao desse aminoécido, logo a energia dos elétrons do eletrodo
é diminuida para potenciais menos positivos para que os elétrons da Hcy migrem para o eletrodo
de trabalho, produzindo a corrente de oxidacdo (BARD; FAULKNER, 2001). Além disso, é
razoavel supor que, esses cations interagem eletrostaticamente entre si proximo ao eletrodo ou
na sua superficie, 0 que pode alterar os valores de corrente. Pois, segundo o modelo bésico de
Frumkin, que leva em consideracdo a interacdo entre as particulas e de que essas particulas ndo
sdo pontuais, as espéecies que estdo sendo adsorvidas no eletrodo de trabalho podem influenciar
0 comportamento redox de um dado composto (TICIANELLI; GONZALEZ, 2013). Portanto,
0 pH ideal para estudos posteriores estabelecido foi o de 7,4, uma vez que possui um valor de
corrente elevado e € o pH fisioldgico, o que facilita a aplicacdo e o estudo de interacdo, em
amostras biologicas. Para os NIPs, observa-se pelo grafico uma tendéncia semelhante ao MIPS,
no entanto, com valores de corrente de pico inferiores devido, possivelmente, a morfologia

irregular do polimero.

De acordo com Agostinho et al. (2004), o eletrdlito de suporte tem a capacidade de
manter o coeficiente de difusdo das espécies eletroativas praticamente constante, se a
viscosidade dindmica da solucdo também for constante. Pois, considerando o modelo de Stokes-
Einstein, Equacéo 1, observa-se que o coeficiente de difusdo de uma determinada espécie i esta

relacionado com a viscosidade dindmica da solucéo, #:

RT
Di - 6rinN (1)

onde r; é o raio do ion ou molécula, assumindo que é um formato esférico; #, a viscosidade
dindmica da solucédo, N a constante de Avogadro; R a constante de Rydberg e T, a temperatura
absoluta. Define-se por viscosidade a propriedade de um liquido que causa resisténcia ao fluxo,
o0 qual depende da natureza dos compostos moleculares e idnicos que o constitui. Basicamente,
a viscosidade é a forca de ades@o das moléculas de um solvente e pode fornecer informagdes
importantes sobre a estrutura de um liquido (BELESSIOTIS; KALOGIROU; DELYANNIS,
2016). Entdo, levando em consideragdo essa propriedade intrinseca do sistema, pode-se

entender que diferentes eletrdlitos de suporte estdo relacionados com diferentes viscosidades
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dindmica do solvente em estudo, o que, por conseguinte, podem alterar a resposta eletroquimica

da espécie eletroativa considerando o fator difuséo.

Assim, a fim de se identificar um eletrdlito de suporte adequado para 0 sensor proposto
investigou-se, por meio da VC, a influéncia do tipo de solugdo tampdo na resposta
eletroanalitica, que foi analisada com quatro tipos diferentes de solucGes tampéo: Britton -
Robinson, Mcllvaine, Sorensen e Fosfato em concentracdes de 0,1 mol L™ em pH 7,4, Figura
26. Com base na Figura 26a verifica-se que a solugdo tampao fosfato € a melhor escolha para
ser o eletrolito de suporte, pois ele forneceu uma melhor resposta, ou seja, a maior intensidade
de corrente de pico, além de melhor representar 0 meio bioldgico para os estudos
eletroanaliticos. Na Figura 26b, a menor corrente de oxidacdo da Hcy esta relacionada,

possivelmente, & morfologia irregular dos NIPs.

Figura 26 — Voltamogramas ciclicos utilizando o eletrodo de (a) m-GEC/MIP e (b) m-
GEC/NIP na presenca de 0,1 mmol L™ Hcy em diferentes tampdes de concentragdo 0,1 mol L

e pH 7,4: Britton - Robinson, Mcllvaine, Sorensen e Fosfato, v =20 mV s
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Fonte: Autora, 2021.

5.6.3 Estudo da concentracdo do tampdo fosfato e sua influéncia na resposta eletroquimica

dos mag-MIPs e mag-NIPs

A forca ionica, I, esta relacionada com a intensidade do campo elétrico criado a partir
da atividade das espécies idnicas em uma solucéo eletrolitica, parametro que pode influenciar
0s processos de oxidagdo e reducao de uma espécie eletroativa (BELESSIOTIS; KALOGIROU;
DELYANNIS, 2016).
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Por esse motivo, realizou-se o estudo de forca i6nica por VC para as concentracées: 0,05
mol L (voltamograma preto); 0,1 mol L* (voltamograma vermelho); 0,2 mol L%
(voltamograma azul) e 0,3 mol L (voltamograma ciano) do tampao fosfato em pH 7,4, Figura
27, visando investigar qual dessas concentragdes proporcionaria melhor resposta para 0 mag-
MIP. Pelos resultados dispostos abaixo observa-se uma tendéncia decrescente dos valores de
corrente & medida que se aumenta a concentragdo da solugdo, 0,1 mol L2, 0,2 mol L e 0,3 mol
L, respectivamente. Isso estd relacionado, possivelmente, a atragdo eletrostatica entre a
molécula molde e os constituintes da solucéo eletrolitica que facilita a dispersdo da molécula
molde para o seio da solucdo a medida que a forca idnica aumenta, o que diminui a quantidade
de Hcy nas cavidades do polimero e, consequentemente, diminui a corrente de oxidagdo, como
observado no grafico abaixo. Ademais, o eletrolito de suporte é responsével por manter
constante a alta condutividade da solucdo, além de diminuir a espessura da dupla camada
elétrica e favorecer a conducdo de carga por difusdo (RABOCZKAY, 2020). Tudo isso pode
influenciar o comportamento redox do analito de interesse, neste caso, a Hcy. Portanto,
escolheu-se o eletrdlito de concentragdo igual a 0,1 mol L™ devido ao menor potencial de

oxidacdo de Hcy e maior corrente, o qual ndo € observado para as demais concentracdes.

Figura 27 — Voltamogramas ciclicos utilizando o eletrodo de (a) m-GEC/MIP e (b) m-
GEC/NIP em diferente concentragdes do tampao fosfato: 0,05 mol L2, 0,1 mol L2, 0,2 mol L

10,3 mol L, pH 7,4; na presenca de 0,1 mmol L de Hey, v=20 mV s™.
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5.6.4 Estudo do comportamento voltameétrico para m-GEC/MIP e m-GEC/NIP na

oxidacdo de Hcy

Ap0s as otimizagoes, os perfis de oxidacdo de Hcy, foram investigadas por voltametria
ciclica no eletrodo magnético m-GEC, em tampéo fosfato 0,1 mol L, pH 7,4, na faixa de
potencial de 0-0,8 V vs. Ag/AgCl e velocidade de varredura de 20 mV s*. A Figura 28 apresenta
0s voltamogramas ciclicos registrados, na auséncia do analito, para 0 mag-MIP (preto) e para o
mag-NIP (vermelho) o qual ndo apresenta qualquer pico voltamétrico (processo faradaico).
Quando realizada a pré-concentragdo de 0,5 mmol L™ de Hcy o mag-MIP (azul) e mag-NIP
(verde) apresenta um pico de oxidacdo bem definido. Pode-se observar que nos eletrodos m-
GEC/MIP, a retencao de Hcy é maior do que no m-GEC/NIP, ja que no m-GEC/MIP, possui
um pico de oxidacdo em torno de 0,4 V vs. Ag/AgCI, com uma corrente aproximada de 5,5 pA,
e no eletrodo m-GEC/NIP a corrente é de aproximadamente 2 pA. Ou seja, 0s resultados
demonstram melhor definicdo de pico e maior intensidade de corrente para 0 mag-MIP em

comparagdo com o mag-NIP.

Figura 28 — Voltamogramas ciclicos sobre o eletrodo m-GEC/MIP e m-GEC/NIP registrados
na auséncia (branco) e na presenca de 0,5 mmol L de Hey, em tampéo fosfato 0,1 mol L2, pH
7,4,v=20mV st

7 - Branco mag-MIP
E Branco mag-NIP
6 - mag-MIP
mag-NIP

A

'2 - T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

E/V vs Ag/AgCI

Fonte: Autora, 2021.
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5.6.5 Determinacdo da curva analitica

A técnica de voltametria de pulso diferencial (VPD) é uma técnica mais sensivel que a
VC, portanto, foi a técnica utilizada para a obtencao dos parametros analiticos e para a aplicacao
em amostras reais. Diferentes concentraces de Hcy (0,1 a 70 umol L) foram analisadas em
tampao fosfato 0,1 mol L, pH 7,4, na faixa de -0,10 a +0,70 V vs. Ag/AgCl, com a taxa de
varredura 10 mV s* e amplitude de pulso 50 mV. Na Figura 29, é possivel observar que a
corrente de pico anddica aumenta com a concentracdo do analito em torno de 0,35 V vs.
Ag/AgCI. Nessas condicdes, foram obtidas duas faixas lineares de 0,1-1 umol L com R? =
0,9916 e 2-70 umol L1, R? = 0,9945, Figura 30. O limite de detec¢do (LD) para a primeira
faixa linear encontrado foi de 0,030 umol L e de quantificacdo (LQ) 0,099 umol L?; para a
segunda faixa linear o LD foi de 0,186 pmol L™ e 0 LQ 0,619 pumol L. Os limites de deteccio
foram calculados usando a razdo 3-o/b e para a quantificacdo 10-o/b, onde o € o desvio padrao
do valor médio para 10 voltamogramas do branco e b é o coeficiente angular da curva analitica,
esses valores foram determinados de acordo com as recomendacfes da IUPAC (Analytical
Methods Commitee, 1987).

Figura 29 — Voltamogramas de pulso diferencial para diferentes concentracdes de Hcy variando
de 0,1-70 pmol™?, em tampéo fosfato pH 7,4, v = 10 mV s. Insercdo: curva analitica para as

primeiras concentragdes de Hey (0,1-1 pmol LY.

3,51 0,1a70 pmol L™

3,01

2,5

2,0

T

1 ’5 7 03 0,4 05 06
E/V vs Ag/AgCl

1,0 4
0,5 -
0,0 -

01 02 03 04 05 06 07 08
E/V vs Ag/AgCI

Fonte: Autora, 2021.
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Figura 30 — Curva analitica para o sensor m-GEC/MIP para determinacdo diferentes

concentragdes de Hey variando de 0,1-70 umol L. Insercdo: curva analitica para as primeiras

concentragdes de Hey (0,1-1 pmol L),
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0,000 //
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d
-
//
"
14 /
/-//
@ )
T T T T T T T T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80
[HCy] pmol L

Fonte: Autora, 2021.

Considerando os resultados de LD referentes ao sensor m-GEC/MIP é possivel dizer
que, a metodologia empregada demonstra ser uma ferramenta promissora para a deteccdo e
quantificacdo da Hcy. Isso porque, os limites de deteccdo encontrados estdo abaixo dos valores
de deteccdo do plasma sanguineo para individuos saudaveis, isto é, < 5-15 pmol L. Importante
relembrar que pacientes com hiperhomocisteinemia, a concentracdo de Hcy no plasma pode
ultrapassar 100 pmol L, condicdo importante relatada neste trabalho para a determinagdo do

referido aminoécido.

A tabela 4 mostra o desempenho analitico do m-GEC/MIP em relagdo a outros métodos
eletroquimicos relatados na literatura. Como pode ser observado, ha diversas metodologias para
a modificacdo do eletrodo que podem ser empregados para a determinacdo de Hcy e muitas
apresentam potencial de oxidacdo e limite de deteccdo menores quando comparados a
metodologia proposta neste trabalho. No entanto, essas diferentes abordagens demonstram
algumas desvantagens quanto a separagdo do analito de interesse, isto €, geralmente precisam
de etapas de pré-concentragdo complexas utilizando reagentes caros para precipitacdo e
derivacéo, além de etapas demoradas de separacdo como eluicdo e centrifugacdo de amostras.
Outro ponto importante diz respeito ao estudo de interferentes, pois muitos trabalhos nao

incluem em suas analises 0s biotidis comumente encontrados em amostras bioldgicas,
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compostos esses que podem potencialmente comprometer os resultados finais. Soltani et al.,
2014, por exemplo, inclui diversos compostos importantes, no entanto a L-cisteina, N-
acetilcisteina e glutationa apresentaram interferéncias para a determinacéo de Hcy; diferente da
abordagem proposta neste trabalho com o m-GEC/MIP. Ademais, algumas metodologias sdo
realizadas em meio &cido ou basico, dificultando assim a sua aplicacdo em meios bioldgicos.
Portanto, a plataforma m-GEC/MIP apresenta uma estratégia promissora para o reconhecimento
biomimético de Hcy, com vérias vantagens comparados aos sensores descritos na tabela abaixo,
sdo elas: separacdo magnética réapida e facil, sensibilidade, alta estabilidade quimica (pH,
temperatura e pressdo), durabilidade e custo beneficio através de uma metodologia inovadora

para deteccdo desse aminoacido.



Tabela 4 — Deteccéo eletroguimica de Hcy por diferentes eletrodos descrito na literatura.

Aptamero para
Hcy/NPs Au /EG

DP/OGIEI

Aptamero para
Hcy/G/ECV
Aptamero para
Hcy/Au/ECV

NPs
Au/OGR/ECV

OGR-TiO./[ECV

DAAO/NTSs TiO2

Aptémero para
Hcy/Eletrodo de
Au

VPD

VPD

VPD

VPD

Amp.

Amp.

VC

VPD

7,0

7,0

7,0

7,0

8,0

7,0

7,4

-0,14 V vs.
Ag/AgCI
0,22 V vs.

pseudo
referéncia-Ag
~ 0,85V vs.
SCE

~0,80 V vs.

Ag/AgClI

0,12V V vs.
Ag/AgCl

~ 0,35V vs.
Ag/AgCI
~ —0,27 Vvs.
Ag/AgCl

1,07 V vs.
Ag/AgCI

1-100 uM 1 uM
05-50uM 0,15 uM
0,05-20
0,005 uM
uM
0,05-20
0,009 pM
uM
2000 —

6,90 uM
1,4x10* uM
0,1-80uM 0,024 uM
10-70 uM 1,5 uM
02-10pM 0,01 pM

0,63 LA/uM

0,381 pA/uM

0,014 pA/uM

0,0534
LA/uM

Metionina e cisteina

Cl, Na*, K*, Ca%*, Mg?*,
acido ascorbico e acido
urico

Metionina e cisteina

H20>

Metionina e cisteina

(WEN etal., 2021)

(HOSSEINZADEH et
al., 2021)

(WANG et al., 2021)

(BEITOLLAHI etal.,
2020)
(RAJARAM;
MATHIYARASU,
2018)

(ZHAO et al., 2017)

(HUNG; LIN, 2017)

(SAEED; MIRZAEI,
TORKZADEH-
MAHANI, 2016)



TBC/ECV VvC
MWCNT/EI VvC
BF/SWCNT/EPC VOQ
Catecol/ MWCNT
VOQ
[ECV
3,5-Di-terc-
VVL

butilcatecol/
MWCNT/ECV

0,17 V vs.

8,0
Ag/AgCl

~0,28 V vs.
pseudo
referéncia-Ag.

7,3

0,645 V vs.

7,0
Ag/AgCI

0,20 V vs.

7,0
SCE

0,06 V vs.

7,5
Ag/AgCl

10 — 3000
1,0 uM
uM
5-20 uM 0,9 uM
0,10-10
0,05 uM
uM
0-10 uM 0,66 uM
2,5-1000
0,89 uM
uM

Glutationa reduzida,
cisteina, alanina, glicina,
lisina, fenilalanina,
prolina, triptofano e
tirosina

0,0132
pHA/pM

Mg?*, AI¥*, NH,*, Fe?*,
Fe3*, F~ e SO42, lactose,
sacarose, frutose, acido
benzadico, metanol,
etanol e ureia, L-lisina,
glicose, NADH,
acetaminofeno, acido
arico, acido ascorbico,
dopamina, epinefrina,
norepinefrina, L-
asparagina, L-serina, L-
treonina, L-prolina,
histidina, glicina,
triptofano, fenilalanina,
L-cisteina, N-
acetilcisteina e glutationa

0,14 pA/uM

Glutationa reduzida,
cisteina e acido

0,20 pA/pM
ascorbico

_ Cisteina e glutationa
reduzida

(SALEHZADEH,;
NEMATOLLAHI,
ALIZADEH, 2015)

(LEE; COMPTON,
2015)

(SOLTANI et al., 2014)

(LEE; LOWINSOHN;
COMPTON, 2014)

(SALEHZADEH,;
MOKHTARI;
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ISP/PNTC

EG

N-NsG/NPs Pt

DP/PNTC

CPZ/PNTC

FTO

VVL

VPD

VPD

VOQ

VOQ

VOQ

3,5

7.4

7,2

5,0

4,0

3,4

0,64 V vs.
Ag/AgCl

~ 0,46 V vs.
Ag/AgCI

0,50 V vs.
Ag/AgCI

0,53 V vs.
Ag/AgCI

0,72 V vs.
Ag/AgCI

0,28 V vs.
Ag/AgCI

5,0-800
uM

2-20 uM

10-70 uM

3,0 - 600
uM

0,1-210
uM

100 — 1000
uM

3.35 uM

1,21 uM

0,0002
uM

2,08 uM

0,08 uM

50 uM

Ni?*, SO4*, Ba**, ClI,
Pb2*, NO3s?", glucose,
_ frutose, lactose, sacarose,
ureia, acido citrico, Fe?*,
acido ascérbico, acido
Urico e L-cisteina
L-Cisteina, L-metionina,
_ glutationa reduzida,
acido ascoérbico e acido
arico
Glicose, ureia, acido
drico, serotonina e
oxalato
Ni?*, SO4*, Ba**, ClI,
Pb%*, NOs?, Ca?*,
glucose, metionina,
etanol, fenilalanina,
frutose, lactose, sacarose,
ureia, acido citrico, Fe?*,
acido ascérbico, acido
Urico e L-cisteina
Glicose, frutose, lactose,
sacarose, Li*, Cl~, acido
folico, histidina, alanina,
fenilalanina, metionina,
glicina, metanol, etanol,
ureia, SCN-, SO4* e
acido ascoérbico

0,60 LA/uM

_ Acido ascérbico e acido
Urico

NEMATOLLAHI,
2014)

(FOULADGAR;
MOHAMMADZADE;
NAYERI, 2014)

(EKSIN; ERDEM,
2014)

(KANNAN et al., 2013)

(MOHAMMADZADE
H; FOULADGAR,
2013)

(GHOLAMI-ORIMI et
al., 2012)

(ROJAS et al., 2011)
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ATD/ECV Amp.

Aucol/Cist/EPC Amp.

VM/Pt Amp.
PNTC Amp.
MWCNT/Nafion/
Amp.
ECV
m-GEC/MIP VPD

2,0

3,0

7,4

7,0

7,4

0,55V vs.
Ag/AgCI
1,04 V vs.
Ag/AgCI

0,64 V vs.
Ag/AgCl
~0,07VVyvs.
Ag/AgCI

0,35V vs.
Ag/AgCI

01-14
uM

0,1-5uM

0,0002 —
0,1 uM

5—-200 uM
0,10 -60
uM

0,1-1,0 uM
2,0-70,0
Y

5,1x10°
uM

0,03 uM

0,0001
M

4,60 uM.

0,06 uM

0,030 UM
0,186 UM
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0,24 pA/uM Glicose, ureia, acido (KALIMUTHU; JOHN,
ascdrbico e oxalato 2010)

- _ (AGUI et al., 2007)

_ _ (XU et al., 2005)

(LAWRENCE; DEO;

WANG, 2004)
- Cu?* e cisteina (GONG et al., 2004)
Cisteina, N-
acetilcisteina, glutationa
0,044 uA/UM reduzida, 4cido drico, Este trabalho.
cistina, glutationa
reduzida

Au: ouro; Aucor: ouro coloidal; ATD: 2-amino-1,3,4-tiadiazol; BF: benzoilferroceno; Cist: cisteamina; CPZ: clorpromazina; ISP: isoprenalina; DA: dopamina; NPs Au: nanoparticulas
de ouro; TBC: 4-terc-butil catecol; TiO2: didxido de titanio; VM: poli-(violeta de vetila).

DAAO: D-aminoécido oxidase; DP: dopamina; EG: Esponja de Grafeno; G: grafeno; MIP: polimeros com impressdo molecular; MWCNT: nanotubos de carbono de paredes multiplas;

NTs: nanotubos; OG: 6xido de grafeno; OGR: 6xido de grafeno reduzido; SWCNT: nanotubos de carbono de paredes simples.ECV: eletrodo de carbono vitreo; EG: eletrodo de grafite;

EPC: eletrodo de pasta de carbono; El: eletrodo impresso; FTO: eletrodo de 6xido de estanho dopado com flior; m-GEC: eletrodo magnético epoxi-grafite; NPs Pt: nanoparticulas de

platina; N-NsG: nanofolhas de grafeno dopadas com nitrogénio; PNTC: pasta de nanotubos de carbono; Pt: platina.

SCE: eletrodo saturado de calomelano.

Amp.: amperometria; VC: voltametria ciclica; VPD: voltametria de pulso diferencial; VOQ: voltametria de onda quadrada; VVL: voltametria de varredura linear.
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5.6.6 Estudo de interferentes

Para avaliar o grau de seletividade do sensor m-GEC/MIP para a Hcy utilizou-se o m-
GEC/NIP como controle, avaliando diversos analitos que comumente estdo presentes em
amostras bioldgicas e que podem interferir na resposta do eletrodo construido. A seletividade
do m-GEC/MIP foram examinadas na presenca Cys, NAC, GSH, AU, Cys-Cys e GSSG em
concentragdes 100 pmol L, duas vezes maior que a concentragdo de Hecy (50 pumol L), As

estruturas de Lewis desses possiveis interferentes e da Hcy estdo apresentadas na Figura 31.

E sabido que, a seletividade dos polimeros com impressdo molecular esta relacionada
com suas cavidades impressas complementar a molécula alvo. Este reconhecimento especifico
se deve principalmente a forma e tamanho dessas cavidades impressas, bem como a interacao
do polimero com os grupos funcionais da molécula utilizada como molde. Portanto, compostos

analogos ao analito de interesse podem interferir na analise final.

Assim, considerando-se esses aspectos para 0 m-GEC/MIP, pode-se observar na Figura
32 que os compostos com forma e tamanho mais parecidos com a Hcy — Cys, NAC e AU —
apresentam maior interferéncia, isso porque eles conseguem penetrar nas cavidades impressas
comparados ao demais. Apesar de a Cys e 0 NAC conterem grupos funcionais importante para
o reconhecimento molecular como o grupo tiol e o carboxilico, sua estrutura molecular,
considerando a cadeia carbdnica mais longa, tem um grupo metileno a menos, interferindo na
interacdo deles com o polimero. Assim, essas moléculas pequenas com forcas de interacoes
mais fracas comparados a Hcy ndo conseguem permanecer de maneira estavel nos sitios de
interacdo, voltando para o seio da solucdo. Isso pode ser confirmado com a menor resposta para
esses analitos em relacdo a Hcy. Ademais, parece razoavel dizer que a pequena interferéncia de
GSH e quase inexisténcia de resposta para os dimeros Cys-Cys e GSSG estdo associados com
0 impedimento estérico dessas moléculas volumosas, fator que impede a interacédo efetiva nas
cavidades impressas. Para mais, 0 m-GEC/NIP tem maior interferéncia para as moléculas
pequenas pois seus polimeros tém cavidades irregulares que nédo é seletivo para a Hcy. Enquanto
para Cys-Cys e GSSG a resposta quase nula para o m-GEC/NIP possivelmente esta relacionado

com o tamanho das moléculas, como explicitado anteriormente.
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Figura 31 — Representacao estrutural das moléculas de Hcy, Cys, NAC, GSH, AU, Cys-Cys e
GSSG.
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Fonte: Estruturas baseadas no site da empresa Sigma-Aldrich.
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Figura 32 — Intensidades de corrente obtidas para avaliacdo da seletividade dos sensores m-

GCE/MIP e m-GCE/NIP para a Hcy em relagdo aos possiveis interferentes.

Ip/uA

I mag-MIP
I mag-NIP

Hcy Cys NAC GSH AU Cys-Cys GSSG

Fonte: Autora, 2021.

5.6.7 Aplicacdes em amostras sintéticas

Com o intuito de avaliar o desempenho do método analitico proposto para a

determinacdo de Hcy em matrizes complexas, utilizou-se o procedimento de ensaio de

recuperacdo para amostras sintéticas de plasma sanguineo e urina. Essas amostras foram

“fortificadas” com concentragdes de 1,0 e 10,0 de Hcy, realizadas em triplicatas, apresentadas
na Tabela 5. Os trabalhos de Liu et al., 2006, e Laube, Mohr e Hesse, 2001, foram utilizados

como referéncia para a preparacdo do plasma e urina sintética, respectivamente.

Tabela 5 - Determinagdo de HCy em amostras artificiais de plasma e urina (n = 3).

[Hey]
Amostras Adicionado Encontrado Recuperado
(umol L) (umol L) %
1,00 1,05 (+0,06) 105,2
Plasma 10,00 10,07 (£0,12) 100,7
1,00 0,98 (+0,04) 98,4
Urina 10,00 10,25 (+0,22) 102,5

Fonte: Autora, 2021.
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Os valores encontrados de Hcy foi calculado a partir do método adi¢des de padrdo e 0s
valores de recuperacdo percentual foram determinados pela razdo de valor encontrado pelo
valor real, multiplicado por 100. Os dados de recuperacao refletem a exatiddo do método, pois
ele relaciona a quantidade recuperada com a quantidade do analito da amostra. Portanto,
observando a tabela acima, com recuperacfes médias de Hcy de 100,7 e 105,2 % para o plasma
sintético e 98,4 e 102,5 % para urina sintética, pode-se inferir que 0 método proposto possui
boa exatiddo para as amostras avaliadas. Isso, por sua vez, indica que o sensor para m-GEC/MIP
pode ser aplicado efetivamente para a determinacéo de Hcy em matrizes biologicas complexas

com boa seletividade e estabilidade.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho apresentou uma proposta de otimizacdo bem-sucedida da sintese dos
MIPs via modelagem computacional para a Hcy, bem como a otimizacdo dos parametros
eletroquimicos para obtencdo de melhor resposta analitica para esse aminoacido. Além disso,
0s MIPs juntamente com as nanoparticulas magnéticas preparadas possibilitaram a separacao
rapida e facil da molécula alvo de matrizes complexas. Os estudos de interferentes mostraram
que as cavidades impressas desses polimeros sdo seletivas para a Hcy e, que, em amostras
sintéticas de plasma sanguineo e urina, o sensor desenvolvido demonstrou boa exatidao para o

referido analito.

Portanto, os resultados experimentais juntamente com o0s aspectos tedricos apresentadas
neste trabalho fornece uma metodologia promissora para a reconhecimento seletivo de Hcy.
Pois é sabido que a deteccdo e a quantificacdo da Hcy pela aplicagdo de métodos e técnicas
confiaveis e simples contribuem significativamente para a diagnostico precoce de aspectos

importantes para a salde humana.
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7  PERSPECTIVAS

Considerando a plataforma desenvolvida neste trabalho visando a construcdo de um

sensor eletroquimico, pretende-se dar continuidade a pesquisa do seguinte modo:

- Realizar a caraterizacdo de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X para

nanoparticulas magnéticas obtidas;
- Desenvolvimento de outros eletrodos para a determinacgéo de Hcy;

- Determinar a Hcy em amostras reais (sangue e urina) via sensor m-GEC/MIP.
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