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RESUMO

Os p-hidroxibenzoatos de alquila, ou parabenos, fazem
parte de uma classe de compostos com atividade
antimicrobiana mais utilizada em todo o mundo. Desde os
anos 20 eles sdo adicionados as formulagdes. Entretanto, o
avanco cientifico e tecnoldgico levantou a hipotese destes
apresentarem  atividade cancerigena, entre  outros
maleficios. Por isto este trabalho propfe tanto o controle
da concentracdo destes compostos em produtos comerciais
(capitulo 1), quanto um maior entendimento da sua agéo
bioldgica (capitulo 2). O primeiro capitulo aborda o
desenvolvimento de um método simples e répido por
eletroforese capilar para andlises de rotina de metil, etil,
propil e butilparabeno em produtos comerciais, com
preparo simples de amostra. O pH e os constituintes do
eletrélito foram selecionados usando curvas de mobilidade
efetiva versus pH e simulagbes com o software
Peakmaster®. Acido cinamico foi usado como padrdo
interno. O eletrdlito foi composto por 20 mmol L™ de
4cido 2-hidroxiisobutirico (HIBA), 30 mmol L' de
trietilamina (TEA) e 0,3 mmol L™ de brometo de hexano-
1,6-bis(trimetilaménio) (HMB), pH = 10,6. Os
experimentos foram realizados em um equipamento de
eletroforese capilar modelo HP 7100 CE equipado com
detector UV em 297 nm.. As separacles eletroforéticas
foram conduzidas em um capilar com 32 cm de
comprimento total, 8,5 cm de tamanho efetivo e 50 um de
didmetro interno (d.i.). O temgo de corrida foi cerca de 1
minuto. O método apresenta R“ > 0,99 num intervalo entre
~0,5e30mg L™ limite de deteccdo de 0,1 mg L™ e de
quantificacdo 0,3-0,4 mg L™, exatidao avaliada pela adicéo
interna de padrdo e pela técnica de HPLC/MS/MS com
aplicacdo em amostras cosméticas e farmacéuticas
diversas. O segundo capitulo desta dissertacdo é o estudo
in vitro da interacdo dos parabenos com albumina do soro
bovino (BSA) e o acido desoxirribonucléico (DNA),



utilizando para ambos a técnica de eletroforese capilar.
Foram aplicados dois métodos para os estudos de interagdo
com BSA e célculos das constantes de associagdo (Kass):
eletroforese capilar de afinidade (ACE), e o método
baseado no preenchimento parcial do capilar (PF-ACE).
Os experimentos foram realizados em um equipamento de
eletroforese capilar modelo HP®® CE com detector UV a
270 nm. As separacBes foram conduzidas em um capilar
de silica fundida com 32 cm de comprimento total, 8,5cm
de tamanho efetivo e 50 um de d.i. As condi¢bes
eletroforéticas foram escolhidas com base nas condi¢des
bioldgicas: o eletrdlito de corrida foi composto por 30
mmol L™ de fosfato e 50 mmol L™ de Na*, pH = 7,3, 70
mmol L™ de forca ionica e temperatura do capilar mantida
em 36,5°C. Os resultados qualitativos convergiram em
ambos os métodos. Quando estudados simultaneamente, as
interacfes paralelas ndo apresentaram interferéncia em
cada interacdo especifica. As constantes de associacdo
foram calculadas pelo modelo néo-linear e pelo modelo
linear do duplo-reciproco, e comparadas. O modelo ndo-
linear demonstrou maior confiabilidade apresentando
resultados na ordem de 10 e 10 crescentes com o
crescimento da hidrofobicidade dos compostos. O estudo
de interacdo com o DNA, por sua vez, foi realizado apenas
para 0 composto propilparabeno, utilizando-se também
dois métodos: PF-ACE e outro, offline, por ultrafiltracéo.
N&do foi possivel observar interagdo em nenhum dos
métodos empregados.

Palavras-chave: parabenos, cosméticos, farmacos, estudos
de interagdo, BSA, constante de associa¢do, DNA



ABSTRACT

The alkyl p-hydroxybenzoates or parabens, belong to a
class of compounds with antimicrobial activity most used
around the world. They have been added to several
formulas since 1920. However, the scientific and
technological progress opened the possibility of cancer
activity and other evils. Therefore, this paper proposes
both the control of the concentration of these compounds
in commercial products (Chapter 1), and a greater
understanding of its biological action (Chapter 2). The first
chapter discusses the development of a simple and rapid
method by capillary electrophoresis for routine analysis of
methyl, ethyl, propyl and butylparaben in commercial
products with simple sample preparation. The pH and the
background electrolyte (BGE) constituents were selected
using effective mobility-versus-pH curves and simulations
using Peakmaster® software. Cinnamic acid was used as
internal standard. The BGE was composed of 2-
hidroxiisobutirico acid 20 mmol L™, triethylamine 30
mmol L™ and methyl hexane-1,6-bis(trimethylammonium)
0.3 mmol L™, pH = 10.6. The experiments were performed
on a capillary electrophoresis device model HP 7100 with
UV detector at 297 nm. CE separations conducted in a 32
cm long capillary with 8.5 cm effective length and 50 um
internal diameter (i.d.). The run time was about 1 minute.
The method developed had R%> 0.99 in a range between ~
0.5 and 30 mg L™, detection limit of 0.117-0.127 mg L™
and quantification limit of 0.3- 0.4 mg L™, accurately
assessed by internal standard addition and by LC-MS/MS
technique, and application in several cosmetic and
pharmaceutical samples. The second chapter of this
dissertation is in vitro interaction of parabens study with
bovine serum albumin (BSA) and deoxyribonucleic acid
(DNA), using both the capillary electrophoresis technique.
Were applied two methods for BSA interaction studies and
association constants calculation (Kgs): affinity capillary



electrophoresis (ACE), and the method based on capillary
partial filling (PF-ACE). The experiments were Berformed
on a capillary electrophoresis device model HP*® CE with
UV detector at 270 nm. The separations were conducted in
a 32 cm long fused silica capillary with 8.5 cm effective
length and 50 pum internal diameter (i.d.) The
electrophoretic conditions were chosen based on biological
conditions. The BGE composed of phosphate 30 mmol L™,
pH 7.3, ionic strength 70 mmol L™ and capillary
temperature maintained at 36.5 °C. The qualitative results
in both methods converged. When studied simultaneously,
parallel interactions showed no interference in each
specific interaction. The association constants were
calculated by nonlinear model and by the linear model of
the double-reciprocal, and compared. The non-linear
model showed a higher reliability results presented in the
order of 10° and 10* increasing with the growth of the
compounds hydrophobicity. The DNA- interaction study,
in turn, was made only for propylparaben, also using two
methods: PF-ACE and the other, offline, by ultrafiltration.
Interaction was not observed in any methods employed.

Key-words: parabens, cosmetics, drugs, interaction studies,
BSA, binding constant, DNA
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Figura 1 Curva de mobilidade efetiva versus pH para o sistema:
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PP, propilparabeno; BP, butilparabeno; EOF, fluxo
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reciproco para o metil, etil, propil e butilparabeno. Condicdes:
aproximadamente 250 pmol L™ de cada analito e concentragées
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albumina do soro bovino; MP, metilparabeno; EP, etilparabeno;
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concentracdo de BSA. Legenda: BSA, albumina do soro bovino;
MP, metilparabeno; EP, etilparabeno; PP, propilparabeno; BP,
butilparabeno; ACE, eletroforese capilar de afinidade.

Figura 8 Graficos da razao [substrato]igado /[SUbStrato]ieta Versus
a razdo [BSA]/ [substrato]iot, ONde [substrato]ior € igual a 250
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metilparabeno; EP, etilparabeno; PP, propilparabeno; BP,
butilparabeno.
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efetivo) x 50 um d.i. com revestimento dindmico de BSA;
eletrélito composto por 30 mmol L™ de PO,* + 50 mmol L™ de
Na* + concentragbes variadas de BSA, pH 7,3; 17 kV; 36,5 °C;
injecdo hidrodindmica 3s/50mbar, polaridade positiva. Legenda:
Legenda: BSA, albumina do soro bovino; MP, metilparabeno;
EP, etilparabeno; PP, propilparabeno; BP, butilparabeno; EOF,
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capilar de 32 cm (8,5 cm de tamanho efetivo) x 50 um d.i. com
revestimento dindmico de BSA, eletrolito composto por 30 mmol
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L™ de PO,* + 50 mmol L™ de Na* + 100 pmolL™ de BSA, pH
7,3; 17 kV; 36,5 °C; injecdo hidrodindmica 3s/50mbar,
polaridade positiva. Legenda: BSA, albumina do soro bovino;
MP, metilparabeno; EP, etilparabeno; PP, propilparabeno; BP,
butilparabeno; EOF, fluxo eletrosmético; n.i, ndo identificado.

Figura 12 Esquema ilustrativo do método 2, PF-ACE. Em azul
esta representado o volume injetado de BSA no capilar, seguido
pelo volume injetado de parabeno, em vermelho. Os sinais + e —
sdo as polaridades dos eletrodos nas extermidades do capilar.
Legenda: PF-ACE, eletroforese capilar de afinidade com
preenchimento parcial do capilar; BSA, albumina do soro
bovino.

Figura 13 Perfil apresentado pelas mobilidades efetivas obtidas
experimentalmente pelo método PF-ACE (método 2 - réplica 1)
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MP, metilparabeno; EP, etilparabeno; PP, propilparabeno; BP,
butilparabeno.

Figura 14 Graficos da razdo entre a concentragdo de complexo
formado pela concentracio total de substrato (250 umol L™), em
fungdo da razdo [BSA]/[substrato]it para os compostos metil,
etil, propil e butilparabeno, nos métodos 1 (ACE) e 2 (PF).
Legenda: BSA, albumina do soro bovino; [substrato]iotar
concentracdo molar total de substrato; MP, metilparabeno; EP,
etilparabeno; PP, propilparabeno; BP, butilparabeno; ACE,
eletroforese capilar de afinidade; PF-ACE, eletroforese capilar de
afinidade com preenchimento parcial do capilar.

Figura 15 Gréficos das constantes de associacdo em funcédo do
log P dos compostos metil, etil, propil e butilparabeno obtidas A)
por Otagiri e colaboradores (Otagiri e Perrin 1977) e B) pelo
método 1 (ACE) neste trabalho pelo tratamento dos dados
através modelo nado-linear. Legenda: K, constante de
associacdo; logP, coeficiente de particdo ectanol/agua (parametro
de hidrofobicidade); ACE, eletroforese capilar de afinidade.

Figura 16 Eletroferogramas obtidos para a interagdo A) PP-BSA
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antes (em azul) e apds incubacdo por 15 minutos com BSA
(vermelho) e; B) PP-DNA, apds a incubacgdo por 5 (em rosa), 10
(em azul), e 15 minutos (em vermelho). Em verde é o
eletroferograma do PP antes de ser incubado com o DNA. Apds
todas as incubagdes, as solugdes foram filtradas e centrifugadas
com membrana de celulose 10000 NMWL. Legenda: PP,
propilparabeno; BSA, albumina do soro bovino; DNA, &cido
desoxirribonucleico; NMWL, limite de peso molecular.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os parabenos correspondem a classe de conservantes
antimicrobianos mais utilizada no mundo. Estes compostos sdo ésteres
do &cido p-hidroxibenzdico e se diferem entre si pela cadeia carb6nica
ligada ao grupo éster. Este trabalho ird abordar especificamente os
compostos metil (MP), etil (EP), propil (PP) e butilparabeno (BP), cujas
estruturas sao apresentadas na Figura 1.

EP
MP o o bl s

OH OH

PP BP
e} 0]

/@)Lo/\/ /@)Lo/\/\
HO HO

Figura 1 Estruturas quimicas simplificadas dos compostos metil (MP), etil
(EP), propil (PP) e butilparabeno (BP).

A estrutura quimica destes compostos apresenta alta atividade
contra microrganismos de diversos tipos, além de fornecer outras
propriedades fisicas e quimicas interessantes para a sua utilizacdo em
produtos diversos, como cosméticos, formulagbes farmacéuticas e
alimentos, por se apresentarem hidrossoluveis, insipidos, incolores e
inodoros (Rodriguez, Canosa et al. 2006).

Quando os parabenos sdo utilizados em conjunto, apresentam
efeito sinérgico e, por isso, sdo encontrados muitas vezes em
associacdes, mas também podem ser encontrados individualmente. Os
limites permitidos pela Unido Européia e pela Agéncia de Vigilancia
Sanitaria brasileira (ANVISA 2001), sdo 0,8% e 0,4%, respectivamente,
em produtos cosméticos. Em farmacos normalmente ndo excedem 1%
(Rodriguez, Canosa et al. 2006). As estatisticas demonstram que uma
mulher americana usa em média 12 produtos cosméticos e de cuidado
pessoal por dia (Sutton 2008). No Brasil este indice cai para 5, enquanto
na Europa alcanga o patamar de 17 produtos/dia. Entretanto desde que a
presenca de parabenos foi detectada em tumores de mama humana
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(Darbre 2003; Darbre, Aljarrah et al. 2004) a alta exposicdo a estes
compostos esta sendo questionada e discutida em todo o mundo. Outros
estudos ainda reportam atividade estrogénica, por terem apresentado
ligacdo a receptores estrogenos de diferentes fontes (Darbre, Byford et
al. 2002; Lemini, Jaimez et al. 2003), porém permanece como a maior
classe de conservantes utilizada no mundo.

Recentemente, a Dinamarca foi a precursora na proibicdo dos
parabenos, mas a restricdo se refere somente ao propil e butilparabeno
em produtos destinados a criancas de até 3 anos (Danish Legislation
2011). Apenas em meados de 2011, o parlamento francés aprovou, em
primeira leitura, o projeto de lei que proibe a fabricacdo, importacéo,
venda ou fornecimento de quaisquer produtos que contenham ftalatos,
alquilfendis e parabenos. Sendo o projeto aprovado pelo senado, a
Franca pode se tornar o primeiro pais a proibir, sem excecdes, a
comercializacdo de produtos contendo parabenos. Nos demais paises
permanecem permitidos, no entanto, o que se vé sdo grandes empresas
optando por outros conservantes, menos ativos e polémicos, como as
isotiazolinonas,

O uso generalizado dos parabenos, junto com as duvidas que
tém gerado quanto os seus maleficios a salide, tem tornado esta classe de
compostos alvo de diversos estudos e linhas de pesquisa, tanto pela suas
acdes no organismo quanto pela monitoracdo destes compostos em
produtos comerciais, principalmente aqueles que apresentam exposi¢ao
prolongada, como os desodorantes, protetores solares e cremes
hidratantes (Li, Fei et al. 2011).

Por isto, este trabalho seré subdividido em dois capitulos: 1) é o
desenvolvimento de um método para determinagcdo de parabenos em
amostras de cosméticos e farmacos; e 2) estudo da interacdo entre estes
compostos e macromoléculas (albumina do soro bovino - BSA; e 4cido
desoxirribonucleico- DNA) — ambos utilizando a técnica de eletroforese
capilar.

O segundo capitulo consistiu no estudo focado num maior
entendimento da disponibilidade e acdo dos parabenos quando em
contato com o0 organismo, bem como da aplicacdo da eletroforese
capilar em estudos de interacdo com macromoléculas bioldgicas. Para
isto foram feitos estudos com proteina plasmatica (albumina) e com o
DNA utilizando a técnica de CE em diferentes modos, que inclui a
interacdo online dos componentes por preenchimento total e parcial do
capilar, bem como interacéo offline.

Ainda nos anos 20, em que se deu inicio a comercializacdo dos
parabenos através de formulacbes, a pesquisa e a tecnologia
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caminhavam a passos lentos, e pouco se conhecia daquilo que estava
disponivel (hoje isto permanece devido a quantidade de novos
compostos descobertos e sintetizados no mundo todos os dias). O
avanco nas pesquisas cientificas se deu apenas apds a Segunda Guerra
Mundial e, principalmente, apés a Revolucdo Microeletrdnica no final
dos anos 50, que permitiu a incorporacdo de computadores aos
equipamentos de pesquisa. Com isto, a espectrometria de massa, a
tecnologia laser, os instrumentos de ressonancia magnética, e 0s
equipamentos para a sequencia de proteinas e DNA tém melhorado de
1.000 a 1.000.000 de vezes (Silva 1997). E entdo os parabenos, bem
como 0s agrotoxicos, 0s corantes sintéticos, o triclosan, o formaldeido e
centenas de outras substancias inseridas no comércio, foram indicados
potentes prejudiciais, geradores de doencas.

O maior mistério para os cidaddos comuns e para a comunidade
cientifica é a vida: a origem da vida, o dinamismo da vida, a evolugéo da
vida, o fim da vida. E, ainda, o prolongamento da vida (humana).
Entender o funcionamento do corpo humano com suas trilhdes de
células, bilhdes de enzimas, DNA, sistema sanguineo, cardiaco,
digestivo, etc, bilhGes de reagles, interacdes, espécies e, ainda, 0 que
acontece com tudo que vem de fora pra dentro: nutrientes, alimentos,
medicamentos e venenos, exigiria que 100% da massa cefélica dos 6
bilhdes de habitantes da Terra pensasse nisso durante inlimeros anos.
Sem tecnologia nada adiantaria.

Dentre as metodologias empregadas para biomoléculas, cita-se
com extraordindria relevancia a técnica de Eletroforese (do grego:
electro, eletricidade; phoresis, transporte) que, historicamente, foi
introduzida pelo quimico sueco Arne Tiselius (Tavares 1996). A idéia
surgiu pela necessidade de separar as diversas proteinas que estavam
sendo descobertas desde o inicio do século XX, e encontravam-se
misturadas. De maneira geral, o fundamento da técnica é a separagdo de
compostos baseada nas diferencas entre as suas mobilidades. Quando
componentes presentes em um mesmo sistema interagem entre si,
ocorrem mudangas em uma ou mais propriedades fisico-quimicas como
viscosidade, pKa, solubilidade e, dentre outras, mobilidade. Estudos de
interacdo devem ser trabalhados de maneira singular para cada sistema,
considerando a intensidade na mudanca das propriedades fisico-
quimicas (ora é vantajoso estudar mudancas na viscosidade, ora no pKa,
etc), condi¢des limitadoras tanto do sistema em que ocorre a interagdo
quanto das técnicas analiticas, intensidade de interacdo, etc.
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Capitulo 1

Desenvolvimento de método rapido para analise simultanea
de metil, etil, propil e butilparabeno em amostras
cosméticas e farmacéuticas utilizando eletroforese capilar

Este capitulo apresenta um método rapido e simples para a
determinacdo parabenos em produtos comerciais, para analise de rotina
e controle de qualidade. Diversas metodologias estdo reportadas na
literatura. Destacam-se as metodologias desenvolvidas  por
cromatografia liquida (Li, Fei et al. 2011; Lee, Lin et al. 2006;
Valcarcel, Marquez-Sillero et al. 2010; Martins, Carreira et al. 2011)),
cromatografia gasosa (Shen, Jiang et al. 2008) e eletroforese capilar, que
inclui eletroforese capilar de zona (CZE) (Uysal e Guray 2008), mas
principalmente cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) (Uysal e
Guray 2008) e isotacoforese (Kaniansky, Bodor et al. 2001). Em geral,
estas metodologias apresentam preparos de amostras laboriosos, como
microextracdo em fase sélida (SPME) (Rodriguez, Canosa et al. 2006;
Li, Fei et al. 2011) e extracdo em fase solida (SPE) (Uysal e Guray
2008; Valcarcel, Marquez-Sillero et al. 2010; Martins, Carreira et al.
2011), bem como extra¢do com fluido supercritico (SFE) (Lee, Lin et al.
2006). Estas técnicas de cleanup e pré-concentracdo reduzem a
quantidade de compostos indesejaveis presentes nas matrizes das
amostras, que é indispensavel em determinadas andlises e, também,
permitem a detec¢do dos analitos em matrizes menos concentradas. No
entanto, a técnica de CE permite a injegdo de matrizes complexas sem
prévio tratamento e, apresenta limite de deteccdo satisfatério para
determinacédo de parabenos em formulagcfes cosméticas e farmacéuticas,
uma vez que a concentracdo permitida pela legislacdo e adicionada de
fato nos produtos é relativamente alta. Além disto, a eletroforese capilar
associa alta eficiéncia, baixo custo por analise e consumo minimo de
amostras, reagentes e solventes, mostrando-se uma ferramenta analitica
apropriada a analise dos parabenos em diferentes matrizes.

O objetivo deste primeiro capitulo foi desenvolver um método
analitico por CE-UV para analises de rotina dos compostos metil, etil,
propil e butilparabeno, que sdo 0s mais comumente encontrados em
produtos comerciais. Para isto optou-se por trabalhar com as amostras
sem pré-tratamentos laboriosos, e condigcdes eletroforéticas otimizadas
de forma a diminuir o tempo total de analise dos quatro compostos
simultaneamente, utilizando curvas de mobilidade efetiva versus pH em
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conjunto com o software de simulacdo em CE, Peakmaster®, freeware.
Os resultados obtidos utilizando CE-UV foram estatisticamente
comparados com a metodologia de cromatografia liquida acoplada com
um espectrometro de massas (HPLC-MS/MS).
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1. OBJETIVOS
1.1. Geral

Desenvolver um método analitico simples, rapido e de
baixo custo por Eletroforese capilar, que seja viavel para determinagédo
de metil, etil, propil e butilparabeno em amostras diversas de
formulagbes farmacéuticas e cosméticas, visando analises de rotina e
controle de qualidade.

1.2. Especificos

- Utilizar curvas de mobilidade efetiva versus pH para
otimizagéo do eletrélito de corrida;

- Utilizar softwares de simulacdo, como Peakmaster® e
SIMUL para desenvolvimento do método;

- Trabalhar com preparo simples de amostra, sem técnicas
sofisticadas de clean up e pré-concentracao;

- Calcular as mobilidades eletroforéticas do metil, etil, propil
e butilparabeno, bem como do acido cindmico;

- Calcular a mobilidade do fluxo eletrosmético (EOF) na
presenca de diferentes concentragfes de brometo de hexano-1,6-
bis(trimetilamdnio) (HMB);

- Utilizar alguns parametros de validagdo para avaliagao do
desempenho do método, como precisdo instrumental, intra-ensaio e
inter-ensaio, além da linearidade (R? e falta de ajuste), limites de
deteccdo e quantificacdo e ensaios de recuperagdo através da adicdo de
padrao;

- Aplicar a metodologia proposta em amostras de cosméticos
e farmacos, como xampu, condicionador, hidratantes e medicamentos
sintéticos e naturais, dentre outros

-Determinar e quantificar metil, etil, propil e
butilparabenoem algumas das amostras analisadas pela metodologia
proposta, utilizando a técnica de HPLC/MS/MS e comparar 0s
resultados através do teste-t pareado a fim de avaliar a exatiddo do
método desenvolvido por CE;

- Comparar a metodologia desenvolvida com métodos
reportados na literatura por técnicas cromatograficas.
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2. EXPERIMENTAL
2.1. Sistemas de eletroforese capilar

Um equipamento de eletroforese capilar modelo P/ACE MDQ
(Beckman Instruments, Fullerton, CA, E.U.A.) equipado com detector
de arranjo de diodo, foi utilizado nos experimentos para determinagdo
da mobilidade efetiva dos p-hidroxibenzoatos de alquila. O capilar
utilizado foi de silica fundida (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ,
E.U.A.) com 60,2 cm x 50 um d.i. x 375 um d.e. e 0s dados foram
tratados com o software 32Karat.

J& os experimentos para a determinagdo de p-hidroxibenzoatos
de alquila foram realizados em um equipamento de eletroforese capilar
modelo HP 7100 CE (Agilent Technologies, Palo Alto, U.S.A.)
equipado com detector de arranjo de diodos. A resposta foi
acompanhada em 297 nm, que é o comprimento de absor¢do maxima
dos parabenos quando ionizados, e a temperatura do cartucho foi
mantida a 25 °C. As amostras foram injetadas por 3s a uma pressdo de
50 mbar e a tensdo aplicada para a separacdo dos analitos foi de 30 kV,
com polaridade positiva na injecdo. Para todos os experimentos foi
utilizado capilar de silica fundida com 32 cm de comprimento, 8,5 cm
de tamanho efetivo, 50 um d.i. e 375 um d.e. Os dados foram tratados
com o software HP Chemstation.

2.2. Sistema HPLC/MS/MS

As analises por HPLC/MS/MS foram realizadas em um sistema
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemanha). A separacdo ocorreu em uma coluna Shim-Pack
XRODS C18 (30 mm, 2,0 mm d.i. e tamanho da particula de 2,2 um)
Shimadzu. Foi aplicado o modo isocratrico utilizando os solventes A e B
na proporc¢do 30/70, sendo o solvente A 0,1% de acido férmico em agua
e o solvente B acetonitrila/solvente A, 95/5. A velocidade do fluxo foi
mantida 0,2 mL min™. O volume de injecéo foi de 5 L e a temperatura
da coluna fixada em 30°C. O sistema foi acoplado a um sistema de
espectrometria de massas consistindo em um espectrémetro de massas
triploquadrupolo/linear ion trap Q Trap 3200 (Applied Biosystems/MDS
Sciex, Concord, Canada). O software Analyst, versdo 1.5.1 foi usado
para o controle do sistema HPLC/MS/MS bem como para a analise dos
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dados. O espectrémetro de massas foi calibrado para os modos negativo
e positivo por infusdo de solucdo de polipropileno glicol. Os
experimentos foram realizados usando a fonte de spray Turbo lon (ion-
eletrospray-ESI) no modo negativo. A voltagem do capilar foi mantida
—4500V.Parametros do espectrometro de massas (MS/MS): gas de
dessolvatacdo (curtain gas), 10 psi; temperatura da fonte, 400 °C; gas 1
nebulizante, 45 psi; gas 2 secante, 45 psi; gas de colisdo (CAD), médio.
Outros parametros para a energia de colisdo e do cone sdo listados na
Tabela 1. Os parabenos foram monitorados e quantificados usando o
modo monitoramento de reagcBes multiplas (MRM). O espectrdmetro de
massas foi otimizado por infusdo direta de uma solugéo aquosa contendo
o0s quatro analitos investigados neste estudo.

Tabela 1 Pardmetros do espectrdmetro de massas

miz DP*(V) EP*(eV) CEP*(V) CE*(eV)
MP 150,9/91,9 -35 -11 -10 -30
EP 164,9/92,3 -30 -8 -18 -30
PP 178,9/92,1 -40 -4 -10 -28
BP 192,9/91,9 -40 -4 -8 -30

Legenda: m/z, razdo massa/carga; DP*, potencial de desagrupamento; EP*,
potencial de entrada; CEP*, potencial de entrada na célula de colisdo; CE*,
energia de colisdo; MP, metilparabeno; EP, etilparabeno; PP, propilparabeno;
BP, butilparabeno.

O tempo de corrida foi de 4 minutos com pré-condicionamento
de 3 minutos.

2.3. Reagentes e SolucGes

Todas as solugdes foram preparadas utilizando reagentes de
grau analitico e agua deionizada (Milli-Q, Millipore, Bedford, MA,
E.U.A). O solvente metanol foi adquirido da Merck (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). O brometo de hexano-1,6-bis(trimetilaménio) (HMB) e o acido
2-hidroxiisobutirico (HIBA) foram comprados da Sigma-Aldrich (Séo
Paulo, SP, Brasil), a trietilamina (TEA) comprada da Vetec (S&o Paulo,
SP, Brasil) e o hidréxido de sédio da Tedia Brasil (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). Os padr8es de parabenos e do &cido cindmico foram adquiridos
também da Sigma—Aldrich (S&o Paulo, SP, Brasil).
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2.4. Solucgbes padrédo e preparo das amostras

SolucBes estoque dos padrBes de metil, etil, propil e
butilparabeno foram preparadas individualmente pela dissolucdo de 25
mg em 25 mL de metanol/agua 80:20 (v/v). A solucdo estogque de acido
cinamico, utilizado como padrdo interno (Pl), foi preparada pela
dissolucdo de 25 mg em 25 mL de agua deionizada.

Foram analisadas amostras de cosméticos e farmacos
produzidos por diferentes empresas e comprados em comércios locais.
Em geral, todas as amostras foram preparadas pela dissolu¢do em agua
deionizada.

Amostras a base de cremes e géis foram pesadas cerca de um
grama e diluidas em 100 ou 50 mL de &gua deionizada e submetida e
agitacdo com barra magnética, dependendo do caso. As solugdes
estoques foram diluidas de 2 a 10 vezes e as solugBes finais
centrifugadas para remog&o de particulas (10000 rpm/2 min), de forma a
serem utilizadas aliquotas com as concentragdes dos parabenos dentro
dos limites das curvas de calibragdo. As amostras liquidas, no entanto,
foram diluidas volumetricamente, e injetadas no equipamento sem a
necessidade de centrifugacao.

2.5. Desenvolvimento do método

Em trabalhos recentes apresentados pelo nosso grupo de
pesquisa (Micke, Costa et al. 2007; Micke e Goncalves 2007; Micke,
Costa et al. 2008; Micke, Costa et al. 2009) foi demonstrada a
potencialidade da utilizagdo de curvas de mobilidade efetiva versus pH
em conjunto com o software Peakmaster® (Gas, Coufal et al. 2001; Gas,
Stedry et al. 2002; Gas, Stedry et al. 2003) para a obtencdo de métodos
rapidos utilizando CE. Para utilizacdo desta ferramenta é necessario o
conhecimento dos valores de pKa e mobilidade idnica dos analitos de
interesse. Como para os parabenos os dados de mobilidade ibnica ndo
sdo conhecidos, na primeira etapa deste estudo foram determinados estes
valores. Para esta determinacdo foi utilizado o procedimento propostos
por Willians e Vigh (Williams e Vigh 1996) na determinacdo da
mobilidade real, paca, € para obtengdo da mobilidade idnica, poa-, foi
utilizada a Equacdo 1 (MARCUS 1985.)
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[
Hoone = Hox- _|:0'23’u0,A’ +31.3x10 5:|1_:_/\_/|_ @)
onde | é a forga ibnica do meio e os valores 0,23 e 31,3 estdo
relacionados & permissividade do composto no vacuo e a viscosidade do
sistema.

Os dados de pKa para os parabenos foram obtidos da literatura
(Muijselaar, Claessens et al. 1997). A Tabela 2 mostra os dados de pKa
e mobilidade idnica obtidos experimentalmente.

Tabela 2 Dados de mobilidade i6nica e pKa para os parabenos e o acido
cinamico

Analito pKa oa (10° cm*V's™)
Metilparabeno 8,27 -28,1
Etilparabeno 8,29 -26,3
Propilparabeno 8,30 -24,8
Butilparabeno 8,32 -23,8
Acido Cinamico 4,44 -29,5

Com os dados da Tabela 2 e usando a Equacgdo 2 (BOCEK

1988) foram construidas as curvas de mobilidade efetiva (ueta’) Versus

pH apresentadas na Figura 1.
’uact,A'

T 14107 ™ @

Mgt
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Figura 1 Curva de mobilidade efetiva versus pH para o sistema: parabenos,
acido cindmico e HIBA. Legenda: MP, metilparabeno; EP, etilparabeno; PP,
propilparabeno; BP, butilparabeno; Pl — padrdo interno (&cido cindmico), HIBA,
acido 2-hidroxiisobutirico.

A fim de melhorar a precisdo do método foi introduzido um
padrdo interno. Com base nas caracteristicas estruturais dos analitos foi
pré-selecionado para esta fungéo o acido cindmico, utilizando o software
SIMUL, pois além de este apresentar absor¢do no UV no mesmo
comprimento de onda dos analitos, estd completamente dissociado em
pHs elevados (pKa = 4,43). A selecdo do Pl foi decidida ap6s os
experimentos descritos acima para determinacdo das mobilidades dos
componentes terem confirmado um valor de mobilidade do é&cido
cinamico, Tabela 2, proximo a dos analitos.

Como ¢ possivel observar na Figura 1, a utilizacdo de um valor
de pH maior que 10 permite a separacao dos quatro analitos numa regido
onde apresentam-se totalmente dissociados.

Um fendbmeno que ocorre em eletroforese é a dispersdo por
eletromigracdo (EMD) dos analitos, acarretando o alargamento dos
picos e prejudicando a quantificacdo. Para minimizar este efeito, foi
utilizado um co-ion (componente do eletrélito de corrida que possui a
mesma carga dos analitos) também totalmente dissociado nesta regido
de pH (Gas, Coufal et al. 2001; Gas, Stedry et al. 2002; Gas, Stedry et
al. 2003). O co-ion HIBA (pKa 3,98) foi escolhido por apresentar estas
caracteristicas, Figura 1, porém ndo apresenta capacidade tamponante
em pH >10, por isso, como contra-ion foi escolhida a trietilamina (pKa
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10,6), conferindo capacidade tamponante ao eletrélito de corrida (BGE).
A otimizagdo das concentracGes foi feita utilizando-se o software
Peakmaster”® onde foram inseridos os dados de pKa e mobilidade idnica
dos parabenos e do PI, Tabela 1.

Mantendo-se constante a concentracdo de HIBA em 20 mmol L
! e variando-se a concentracdo de TEA de 22 a 40 mmol L™ foram
construidas as curvas de mobilidade efetiva (pea’), valores de EMD,
capacidade tamponante e condutividade para as diferentes composigdes
do eletrélito, utilizando valores fornecidos pelo software Peakmaster®,
Figura 2.

Sm-mol?

capacidade

4 tamponante
22 '‘gnpona

mmolL

EMD EP

12 4 / pH

I
1
I
1
I
'l
— T
1 EMD PR
/ F3
condutividade
2 1 I >

EMDEP
—_—

10tSm?t

10 cm2vist

-28 T T T T T
20 25 30 35 40 45
[TEA] mmolL?

Figura 2 Curvas construidas utilizando o software Peakmaster®. Condicdo
analitica: eletrélito composto por concentragdo fixa de 20 mmol L™ de HIBA e
concentracdo de TEA variando de 22 a 40 mmol L™ As setas indicam o eixo
respectivo a cada pardmetro e as curvas de mobilidade séo, de cima para baixo,
para o BP, PP, EP, MP e 4cido cinamico, respectivamente. Legenda: EMD,
dispersdo por eletromigracdo; MP, metilparabeno; EP, etilparabeno; PP,
propilparabeno; BP, butilparabeno.

A condicdo escolhida como adequada para a separacdo foi 20
mmol L™ de HIBA e 30 mmol L™ de TEA, pois nessa condicéo o valor
de capacidade tamponante sera maior que 10 mmol L™, adequado para a
manutencdo do pH, os valores de EMD sdo menores que 3,0, 0 que
permite a formacdo de picos simétricos, a condutividade é menor que
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0,134 S m™ o que minimiza o efeito Joule e as diferencas entre as
mobilidade s&o altas.

2.5.1. Redugdo do tempo total de analise

Foram utilizadas 4 estratégias para a redugdo do tempo total de
analise: 1) minimizacdo das dimensbes do capilar; 2) aplicacdo de
tensdo elevada para a separacdo; 3) injecdo pelo lado mais préximo do
detector; 4) preparo da amostra pela simples diluicdo em &gua.

Foi utilizado um capilar de 32 cm e foi aplicada uma tenséo de -
30 kV, o que gerou um elevado campo elétrico (E = -937,5V cm™) e a
amostra foi introduzida pela extremidade mais proxima do detector, L g
8,5 cm.

J& a quarta estratégia, além de diminuir o tempo total de andlise,
torna o procedimento muito menos laborioso quando comparado aos
métodos para determinacdo de p-hidroxibenzoatos de alquila
apresentados na literatura (Wang e Chang 1998; Lee, Lin et al. 2006;
Uysal e Guray 2008; Li, Fei et al. 2011; Martins, Carreira et al. 2011). O
preparo das amostras em diferentes matrizes pela simples diluicdo em
agua (e centrifugacdo no caso de amostras que apresentam particulas em
suspensdo), sem a necessidade de outro tratamento on e/ou off-line,
torna 0 método rapido, o que é relevante em analises para teste de
qualidade.

Com as condi¢cbes otimizadas, foi realizada uma corrida
eletroforética para a determinagdo do valor da mobilidade do fluxo
eletrosmético. Com o valor obtido experimentalmente foi realizada a
simulacdo da separacéo utilizando o software Peakmaster, Figura 3.

E possivel observar que ha uma baixa resolugio entre os picos
do butil e propilparabeno. Para uma separacdo mais eficiente, foi
introduzido no eletrélito o brometo de hexano-1,6-bis(trimetilam6nio)
(HMB), composto capaz de reduzir a carga superficial do capilar por
interacdo eletrostatica reduzindo assim o potencial zeta da superficie do
capilar e o fluxo eletroosmotico (Dworschak e Pyell 1999). A
concentracdo deste aditivo foi entdo variada entre 0,0 e 0,4 mmol L™,
Figura 3, os valores de mobilidade do EOF obtidos experimentalmente,
adicionados ao software e as separacGes simuladas para todos os
sistemas. A concentracdo escolhida como satisfatéria foi de 0,3 mmol L
! de HMB, pois apresentou total separacdo dos analitos com tempo de
analise inferior a um minuto.
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Figura 3 Eletroferogramas obtidos pelo software Peakmaster® nas condicdes
experimentais estabelecidas: capilar com 32 cm, 8,5 cm de tamanho efetivo, 50
um d.i e eletrélito composto por 20 mmol L™ de HIBA, 30 mmol L™ de TEA e
concentracOes variadas de HMB. Tensdo, -30 kV. Legenda: MP, metilparabeno;
EP, etilparabeno; PP, propilparabeno; BP, butilparabeno; HMB — hexano-1,6-
bis(trimetilamdnio). A ordem de migracdo dos analitos permaneceu a mesma
em todas as condicOes estudadas.
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Na Figura 4 (A e B) estdo apresentados os eletroferogramas,
experimental e simulado, respectivamente. E possivel observar uma
excelente correlagdo entre os resultados obtidos.

MP
EP
PP
A BP
] (I
| | |\
| "‘
EOF N | |'|
.77 .I !' |L.,-II le \....M,J |__
//_‘H____ _______ ‘1||| PP
_4./
B
o WYL
0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 09 1

tempo (min)

Figura 4 Condigdes do eletrélito otimizadas: 20 mmol L™ de HIBA, 30 mmol
L™ de TEA, 0,3 mmol L™* de HMB, pH = 10,6. A) eletroferograma real dos
padrBes dos analitos e do acido cinamico; B) eletroferograma simulado pelo
software Peakmaster®. Tenséo, -30 kV; para o eletroferograma A, A = 297 nm e
T = 25 °C. Legenda: MP, metilparabeno; EP, etilparabeno; PP, propilparabeno;
BP, butilparabeno; EOF, fluxo eletrosmético. A ordem de migracédo dos analitos
permaneceu a mesma em todas as condicGes estudadas.
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3. AVALIA(;AO DE DESEMPENHO DO METODO
3.1. Figuras de mérito

A fim de avaliar a metodologia proposta para a analise dos
parabenos foram determinados alguns parametros importantes: precisao
instrumental; precisdo intra e inter-ensaio; linearidade; limite de
deteccdo e quantificacdo, que sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 Pardmetros de desempenho do método avaliados para o metil, etil,
propil e butilparabeno

PARAMETRO MP EP PP BP
Faixa linear (mg L™) 0,50 - 30

Precisdo Instrumental - t;, 1,98 1,78 2,40 151
(CV%)?

Precisdo Instrumental — &rea 0,78 0,79 0,71 0,79
(CV%)°

Precisdo intra-ensaio — area 0,7-2,3 1,3-21 0316 2,028
(CV%)?

Precisdo inter-ensaio — area 3,9-5,6 3,2-5,7 36-51 2,6-53
(CV%)°

Linearidade 0,0798 0,0628 0,0547 0,0467
Desvio Padrao da Inclinagao 0,00226 0,00182 0,00192 0,00177
Cg)eficiente de determinagéo — >0,99 >0,99 >0,99 >0,99
R

F 30.264 12.637 19.344 10.537
LOQ (mg L™ 0,4 0,3 0,4 0,4
LOD? (mg L™ 0,1 0,1 0,1 0,1

"n=18;"n=10; °n=12; ° LOD e LOQ, sdo os limites de deteccio e
quantificacdo, respectivamente. Legenda: MP, metilparabeno; EP, etilparabeno;
PP, propilparabeno; BP, butilparabeno, t,,, ttmpo de migracéo.

Os valores de precisdo instrumental foram menores que 1%
para todos os analitos (n = 8), os valores de precisdo intra-ensaio e inter-
ensaio foram menores que 5,7 %, 0 que demonstra uma precisdo
adequada.

Os valores de F apresentados na Tabela 3 demonstram que a
regressdo € significativa, Fgit = 4,24. A fim de atestar que o modelo
linear é adequado, foi testada a falta de ajuste e os valores de teyc foram
0,0393, 0,0814, 0,0522 e 0,103 (ti foi 2,58), 0o que demonstra que ndo
ha falta de ajuste para os modelos lineares obtidos. Os valores de LOD
foram cerca de 0,1 mg Lte LOQ inferior a 0,4 mg L?, calculados pela
relacdo sinal ruido [Ribani, 2004].
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3.2. Aplicagdo da metodologia desenvolvida

Na Figura 5 sdo apresentados os eletroferogramas de algumas
das amostras estudadas. E possivel observar um deslocamento no tempo
de migracdo dos analitos em relacdo aos padrBes. Isso pode ser
justificado por uma alteragdo no EOF acarretada pela introducdo da
matriz da amostra no capilar. Entretanto isso ndo prejudica a
identificacdo dos analitos, pois é possivel usar o padrdo interno ou o
EOF como referéncia em conjunto com o espectro de UV-Vis de cada
analito, e entdo a alteragdo no tempo de migracao ndo altera a ordem de
migracao dos analitos que permanece proxima a 1 minuto.
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Medicamento I
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Sabonete liquido
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Xampu Pl
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Figura 5 Eletroferogramas obtidos para amostras com diferentes matrizes.
Condicdes experimentais: eletrélito com 20 mmol L™ de HIBA, 30 mmol L™ de
TEA e 0,3 mmol L™ de HMB, pH = 10,6. Capilar 32 cm de comprimento, 8,5
cm tamanho efetivo, 50 um d.i.; V = -30 kV; A = 297 nm; T = 25 °C. Legenda:
EOF, fluxo eletrosmoético; MP, metilparabeno; EP, etilparabeno; PP,
propilparabeno; BP butilparabeno; Pl — padrdo interno (acido cinamico), EOF,
fluxo eletrosmético.

A Tabela 4 apresenta os resultados das analises de 13 amostras,
entre cosméticos e farmacos, além de uma amostra de adogante.
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Tabela 4 Resultados analiticos para a determinacdo de metil, etil, propil e
butilparabeno em produtos comerciais

AMOSTRAS MP EP PP BP TOTAL
Fitoterapicol 0,175+ n.d n.d n.d 0,175+4,4
(% miv) 44x10 x10°

Fitoterapico 2 n.d n.d n.d n.d n.d
(% miv)
Medicamento 0,081 + n.d 0,019 + n.d 0,100 +
sintético 1 1,33 x 4,64 x 10" 1,41x10°
(% miv) 10°
Medicamento 0,107 nd 0,013+2,33 nd 0,120 +5,8
sintético 2 5,33 x x 10™ x 10™
(% miv) 10*
Medicamento 0,106 + n.d n.d n.d 0,106
sintético 3 1,22 x 1,22 x10™
(% miv) 10*
Sabonete 0,070 + 0,021 + 0,0078 + 0,0284 + 0,127 =
liquido 89x100 60x10 42x10* 9,56 1,16 x 10°
(% m/m) 4 4 10°
Condicionador 0,26 n.d 0,13 +3,0 x n.d 0,390 +
(% m/m) +6,4 X 10°® 3,07 x 107
10*
Xampu 0,172 n.d n.d n.d 0,172 £7,8
(% m/m) +7,8 X x 107
10°®
Hid, Corpo 1 0,34 + n.d n.d n.d 0,34 +2,19
(% m/m) 2,19 x x 10
10*

Hid, Corpo 2 0,147+ n.d 0,073+1,0 n.d 0,220+1,3
(% m/m) 13x10 x 10" x10°
Hidratante 0,0615 n.d n.d n.d 0,0615
méos (% m/m)  +4,1X +4,1x10°

100
Creme 0,1235+ n.d n.d n.d 0,1235 %
cuticula (% 2,1 x10° 2,1 x10°
m/m)
Adogante 0,052 £ n.d n.d n.d 0,052 £4,2
x10°

(% miv) 4,2 )3( 100

*N3o detectado.
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De fato, pode ser observada uma maior utilizacdo dos
compostos MP e PP nas formulagdes, com apenas uma das amostras
apresentando os quatro analitos simultaneamente. As amostras foram
variadas, a fim de se ter informagéo quanto a aplicabilidade do método e
possiveis restricdes. Os resultados foram bastante satisfatorios, com
desvios padr@es relativamente baixos, quando se trata de amostras com
matrizes muito distintas e complexas.

Todas as amostras apresentaram concentragdo de parabenos
abaixo do limite permitido pela legislacdo, que é de 0,4% e 0,8%
quando adicionado individualmente ou em associacéo, respectivamente
(ANVISA 2001). A maior concentracdo encontrada foi de 0,39% para o
condicionador, sendo que em uma das amostras de fitoterapico néo
foram detectados nenhum dos analitos, contraditério a informacgéo do
fabricante. Os demais produtos apresentaram especificados os parabenos
adicionados.

3.3. Exatidao
3.3.1. Ensaio de Recuperacdo

Devido a variedade e complexidade das amostras, foram
realizadas duplicatas de curvas de adicdo de padrdo com amostras de
diferentes matrizes, a fim de observar a interferéncia destas na
quantificacdo dos analitos. Para isto, foram adicionados trés niveis
conhecidos de concentracéo dos analitos (5, 10 e 15 mg L™") em amostra
de xampu, condicionador, hidratante, sabonete liquido, adocante
dietético e medicamentos sintéticos e naturais (fitoterapicos), de forma a
obter as areas dos sinais dentro dos limites da curva de calibracdo
externa.

Obtidas as curvas analiticas de adicdo interna e externa de
padrdo, a as equacOes que as descrevem, foram calculados e sdo
apresentados na Tabela 5, as médias dos valores de recuperacdo obtidos
para cada analito em diferentes amostras e o0s desvios padrdo
correspondentes aos resultados dos trés niveis de padrédo adicionados.
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Tabela 5 Percentagem de recuperagdo de cada analito (metil, etil, propil e
butilparabeno) em diferentes amostras e o desvio padrdo entre os trés niveis de
concentracdo adicionados utilizando adigéo interna de padréo

MP EP PP BP
Amostras  rec dp rec dp rec dp rec dp
(%) (%) (%) (%)
Med. 939 4,02 978 2,77 96,0 3,06 985 2,52
sintético 1
Hid. 1 98,3 1,78 97,1 2,90 97,1 2,44 97,6 3,09

Xampu 742 10,3 984 0,95 94,0 4,98 96,6 0.40
Fitoterap. 89,2 6,01 943 4,16 101 4,89 99,0 4,0
Sabonete 98,9 0,630 103 0,466 102 0696 78,7 1,83
liquido

Cond. 859 0,378 924 1,24 904 0,858 951 1,46
Adocante 875 310 919 1,99 97,7 2,30 96,4 1,54
dietético

Legenda: rec, recuperacdo; dp, desvio padrdo; Med., medicamento; Hid,
hidratante; Fitoterap., fitoterapico; Cond., condicionador; MP, metilparabeno;
EP, etilparabeno; PP, propilparabeno; BP, butilparabeno.

Os dados da Tabela 6 denotam uma recuperacdo adequada dos
analitos para a maioria das amostras (entre 80 e 120%) (Ribani, Bottoli
et al. 2004). A amostra de xampu apresentou recuperacdo média de MP
entre os trés niveis adicionados inferior a 80% com desvio padrdo
elevado: a recuperacdo foi mais eficiente com o0 aumento da
concentracdo de analito adicionada. Uma recuperacéo inferior a 80% foi
encontrada também para o composto butilparabeno na amostra de
sabonete liquido. Estes resultados indicam uma possivel interferéncia
das matrizes destas duas amostras.Amostras de cosméticos sdo
consideradas complexas devido a quantidade e variedade de
componentes da matriz. Dentre estes, merecem destaque os surfactantes
presentes em xampus, condicionadores e sabonetes, que geralmente
interagem com os demais componentes da amostras, principalmente na
presenca de micelas. Além disto, sdo compostos que merecem atencao
quando é utilizada a técnica de eletroforese capilar, pois podem interagir
também com a parede do capilar e/ou com os componentes do eletrolito,
podendo acarretar desvios na mobilidade do EOF.

Apesar disso, a analise geral dos dados, considerando-se a
variedade e complexidade das matrizes, bem como o elevado indice
permitido pela ANVISA para adicdo destes compostos, sugere
resultados satisfatdrios para esta analise especifica.
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3.3.2. Comparacdo do método com a técnica de HPLC/MS/MS

Para avaliar a exatiddo do método desenvolvido, por CE, foi
realizado um procedimento por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (HPLC/MS/MS) para determinagdo de MP,
EP, PP e BP. Foi utilizado um grupo de amostras analisadas por CE,
com diferentes matrizes, e os resultados, comparados. Foram realizadas
analises com as amostras de xampu, condicionador, sabonete liquido,
hidratante 2, medicamento sintético 1 e fitoterapico 1. Os resultados
obtidos estdo expressos na Tabela 6.

Tabela 6 Resultados obtidos para a determinacdo de parabenos em amostras
comerciais pelas técnicas de HPLC/MS/MS e CE-UV (proposta deste trabalho)

AMOSTRAS HPLC/IMSIMS (média) _ CE-UV (média)
Xampu (mg Kg™) 1849 1720
Condicionador (mg Kg™) 2756 2601
Sabonete liquido (mg Kg™) 863,1 700,0
Hidratante (mg Kg™) 1963 1470
Medicamento sint. (mg L™) 194,7 190,0
Fitoterapico (mg L™) 1715 1750
Condicionador (mg Kg™) 1301 1300
Sabonete liquido (mg Kg™) 78,70 78,00
Hidratante (mg Kg™) 928,5 730,0

Legenda: sint., sintético; HPLC/MS/MS, Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a um Espectrometro de Massas; CE-UV, Eletroforese
Capilar com detector Ultravioleta-visivel.

Para avaliar se 0s métodos apresentam resultados
estatisticamente iguais, foi aplicado o Teste-t pareado, utilizando o
software Instat. O valor de t obtido foi de 2,26 (<t o = 2,30) e valor de
P apresentou-se maior que 0,05, o que demonstra equivaléncia entre os
resultados obtidos em ambos 0s métodos.

Os dados obtidos por HPLC/MS/MS versus EC-UV, apresentou
correlacdo de Pearson com valor de 0,9832, mostrando-se uma boa
correlacdo entre ambas as metodologias.
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4. COMPARACAO DA METODOLOGIA PROPOSTA COM
OUTROS METODOS REPORTADOS

O presente método foi comparado com outras alternativas
descritas na literatura para a determinacdo de parabenos em produtos
cosméticos e algumas caracteristicas dos métodos comparativos sao
apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 Comparagdo da proposta deste método com outros métodos
desenvolvidos para determinag&o de parabenos em produtos cosméticos

Método Amostras LOD Tempo  Preparoda  Referéncia

de amostra
andlise
CE-UV Xarope, ~0,26- > 10 SPE (Uysal e
xampu, 0,55 min Guray
cremedental mg L™’ 2008)
HPLC- Xampu 04mg > 7min SPE (Martins,
ED Lt Carreira et
al. 2011)
HPLC- blogueador  0,1-0,2 > 45 SPME (Li, Fei et
uv solar, cremes  mgL™* min al. 2011)
CZE cremes 1,0 x >34 SFE (Wang e
10°mg  min Chang
Lt 1998)
HPLC- cremes, 0,5-2,1 >15 SPE (Valcarcel,
C-CAD xampu, mg L* min Marquez-
maquiagens Sillero et al.
2010)
CE-UV  cosméticose 0,1 mg <12 Diluicdo em Este
farmacos Lt min agua trabalho
diversos centrifugacao

Legenda: LOD, limite de deteccdo; SPE, extracdo em fase sélida; SPME,
microextragcdo em fase sélida; SFE, extracdo com fluido supercritico; CE-UV,
eletroforese capilar com detector ultravioleta-visivel; HPLC, cromatografia
liquida de alta eficiéncia; CZE, eletroforese capilar de zona; ED, detector
eletroquimico; C-CAD, detector corona charged aerosol.

Com os dados da Tabela 7 pode-se observar que o método
proposto apresenta tempos de migracdo apreciavelmente inferiores com
limites de deteccdo da mesma ordem de grandeza e um preparo de
amostra simples, que envolve apenas diluicdo e centrifugacdo. Por outro
lado, a ndo utilizacdo de técnicas de cleanup e pré-concentracdo
utilizadas pelas metodologias reportadas e apresentadas na Tabela 8
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influenciou diretamente na precisdo e exatiddo do método. Os limites de
deteccdo e quantificagdo ndo foram diretamente afetados, se comparados
com as metodologias reportadas aplicadas para amostras de cosméticos
e farmacos.
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5. CONCLUSOES

As curvas de mobilidade efetiva junto com o software
Peakmaster® tem se mostrado uma ferramenta auxiliar importante no
desenvolvimento de metodologias por CE (Gas, Coufal et al. 2001; Gas,
Stedry et al. 2002; Gas, Stedry et al. 2003). Estratégias para reducéo do
tempo total de analise e alta frequéncia analitica, reportados neste artigo
e em outros trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa (Micke,
Costa et al. 2009; Micke, Piovezan et al. 2010; Micke, Vitali et al. 2011)
apresentam-se como atrativos para testes de controle de qualidade, como
também para estudos cinéticos.

O método experimental reportado neste trabalho apresenta-se
como alternativa interessante para analises simultaneas de MP, EP, PP e
BP em formulag6es cosméticas e farmacéuticas diversas, com limites de
deteccdo (0,1 mg L™ e quantificacdo (0,3-0,4 mg L™), precisdo e
exatiddo adequados para os tipos de aplicagcBes. Exibe vasta
aplicabilidade, tendo sido avaliado em amostras de xampu,
condicionador, cremes diversos, sabonete liquido, medicamentos, etc. O
tempo de analise das amostras para determinagdo simultdnea dos quatro
analitos foi cerca de um minuto, que é significativamente baixo quando
comparado aos métodos reportados na literatura até o momento. A
metodologia proposta apresentou-se simples, principalmente no preparo
das amostras que ndo utilizou técnicas de pré-concentracdo laboriosas
como SPE e SPME,versatil, de baixo custo analitico e com quantidades
de reagentes, solventes organicos e residuos bastante reduzidas.
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Capitulo 2

Estudo da interacéo entre p-hidroxibenzoatos de alquila e
macromoléculas bioldgicas utilizando eletroforese capilar

A literatura reporta alguns métodos e técnicas utilizadas no
estudo de interagdes moleculares e célculos de constantes de associagdo
(Kass), como dicroismo circular (Otagiri e Perrin 1977; Uekama,
Hirayama et al. 1977), espectroscopia UV-vis, RMN, cromatografia,
espectroscopia de fluorescéncia e eletroforese capilar (Armstrong e
Jiang 2010).

A CE tem se mostrado um método atrativo para estudar a
interacdo entre compostos diversos e proteinas, porém tem recebido
pouca atencdo. Até 1997 haviam descritos na literatura 5 métodos para
se determinar estas constantes de associagdo (Busch, Carels et al. 1997).
Com excecdo do método de eletroforese capilar de vacancia (VACE),
estes métodos tém sido desenvolvidos em HPLC antes de serem
implementadas as técnicas de eletroforese capilar de zona (CZE). Os
varios métodos por CZE (anélise frontal - FA; Hummel-Dreyer - HD;
vacancia de pico - VP; eletroforese capilar de vacancia - VACE;
eletroforese capilar de afinidade — ACE), podem ser subdivididos de
acordo com a forma com que os pardmetros de interacdo sao adquiridos
(Busch, Carels et al. 1997; Armstrong e Jiang 2010). Um sexto método,
mais recente, reportado por CE (Partial Filling — PF) envolve o
preenchimento parcial do capilar com solucdo do receptor (no caso a
proteina ou 0 DNA) e permite, inclusive, injecbes multiplas, porém este
Gltimo apresenta-se bastante limitado, exige um planejamento elaborado
sem poder ser estendida a aplicacdo para demais sistemas, além daquele
em estudo (Heegaard e Schou 2006; Gomez, Zavaleta et al. 2007).
Apesar destas possibilidades de metodologias, os métodos, na verdade,
sdo considerados complementares mais do que competitivos, pois cada
um exibe extensdo especifica de aplicabilidade, limitacdes, vantagens e
desvantagens.

Para a proposta deste trabalho foram aplicados, nos estudos com
BSA, os métodos por ACE e PF-ACE, e seus desempenhos comparados.
Além da metodologia, os modelos matematicos para a obtencdo das
constantes de associacdo devem ser de acordo com o principio das
metodologias e técnicas empregadas, bem como com a natureza da
interacdo. Apesar dos parabenos apresentarem interacdo com dois sitios
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da albumina (Strom e Jun 1981), os modelos matematicos utilizados
foram para associagOes do tipo 1:1, fornecendo um valor médio da K.

Conhecimentos quanto a interacdo desta classe de compostos
com albumina sdo esclarecedores, porém com DNA permanecem
escassos. Ensaios com DNA sdo geralmente realizados com a técnica de
eletroforese em gel (ndo capilar) que incluem detectores de
fluorescéncia (Kang, Chung et al. 2005; Lanznaster, Neves et al. 2005),
entretanto ha estudos de interagdo que utilizam da técnica de CE-UV
(Timerbaev, Rudnev et al. 2005; Armstrong e Jiang 2010): a interacéo
ocorre fora do equipamento (offline) e avalia-se a diminuicdo da
concentracao do ligante livre nesta solu¢do ap6s um determinado tempo
de incubacdo (Timerbaev, Rudnev et al. 2005; Medina-Hernandez,
Diniz et al. 2008). Neste caso, 0 DNA livre e ligado é filtrado e,
portanto, ndo injetado no equipamento, sendo necessario apenas um
método para determinacdo do substrato (no caso, propilparabeno) livre,
sem variagfes pelo fato de envolver a biomolécula. Este tipo de
experimento offline é aplicado tanto com proteinas quanto com DNA ou
polimeros sintéticos e utiliza-se de filtros com membrana de celulose.
No presente trabalho foram aplicados dois métodos, com fins
qualitativos: o offline, descrito acima e o PF-ACE, e apresentaram
ambos os mesmos resultados.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Acéo biol6gica dos p-hidroxibenzoatos de alquila

A partir de uma avaliacdo realizada no inicio da década de 70,
foi reportado que os parabenos (especificamente MP e PP) sdo
facilmente absorvidos pelo sistema gastrointestinal de uma série de
mamiferos, incluindo seres humanos, e metabolizados. S&o hidrolisados
por enzimas a &cido p-hidroxibenzéico e demais metabdlitos, e estes sdo
excretados na urina. Logo apdés a administracdo intra-venosa, o éster
puro foi detectado no cérebro, baco e pancreas e altos niveis de
metabolitos foram detectados no figado e nos rins. A conclusdo dos
autores destes e de outros estudos realizados nos anos 60 é de que
nenhum dos dois compostos estudados é acumulado nos tecidos, ou este
indice foi muito infimo a ponto de ser descartado (Soni, Burdock et al.
2001; Soni, Taylor et al. 2002).

Outra informacao importante é acerca da absor¢do subcutanea
dos parabenos, ja que a maioria dos cosméticos € aplicada externamente.
Ainda na década de 70 foram realizados estudos em sapos e pele de
porco e mais recentemente em pele humana e de ratos. O resultado é que
a absorcdo ocorre rapidamente na pele e aumenta com o aumento da
cadeia carbbnica ligada ao grupo éster do parabeno. Além disto, a
permeabilidade do composto é dependente da composicdo da
formulacdo e tempo de exposicdo. Outra observacdo feita nos estudos
realizados com pele de rato € que cerca de 30% dos parabenos
absorvidos foi detectado na sua forma intacta logo apds a permeacéao,
atingindo a corrente sanguinea (Soni, Carabin et al. 2005).

Estudos de toxicidade aguda, cronica e subcrbnica com 0s
parabenos indicaram baixa toxicidade destes compostos e que esta
diminui com o aumento da cadeia carboénica (Soni, Carabin et al. 2005).
Valores de LDsg para os diferentes parabenos em diferentes animais e
vias de administracdo sdo expostos na Tabela 1.
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Tabela 1 LDs, (mg Kg™) de parabenos em diferentes espécies de animais por
diferentes rotas®

Espécie Rota MP EP PP BP
Camundongo Oral > 8.000 6.322- 13.200
>8.000
Camundongo Oral 2.000 1.500 3.700 950
Camundongo  Subcuténea 125- 1.650
1.200
Camundongo Intra- 760-960 640
peritoneal
Rato Oral 2.100- 4.300 > 8.000
8.000
Coelho Oral 3.000° 4.000 6.000°
Céo Oral 3.000 5.000° 4.000

# Dados obtidos (Soni, Carabin et al. 2005); ® LDy, ou dose letal. Legenda: MP,
metilparabeno; EP, etilparabeno; PP, propilparabeno; BP, butilparabeno.

Quantidades de parabenos abaixo da LDs, administradas via
subcutanea apresentaram paralisias, ataxia e dificuldade respiratdria em
ratos. A toxicidade foi estudada para misturas de parabenos e o resultado
é de que estes ndo apresentam efeito toxico sinérgico. Em concentragdo
de 10% apresentaram-se levemente irritantes quando aplicados em pele
de coelho, mas em baixas concentragfes ndo apresentaram irritagdo. A
maioria dos estudos também conclui que ndo sdo sensibilizantes. Em
humanos, na populagdo com a pele normal, os parabenos também
apresentaram-se praticamente ndo-irritantes e nao sensibilizantes, porém
a aplicagdo de medicamentos contendo estes aditivos em pele danificada
resultou em sensibilizagdo (Soni, Burdock et al. 2001; Soni, Taylor et al.
2002; Soni, Carabin et al. 2005).

Estudos realizados in vitro demonstram que 0S compostos
propil e butilparabeno apresentam citotoxicidade. Metil, etilparabeno e o
metabdlito majoritario acido p-hidroxibenzdico tém essa toxicidade
bastante reduzida. Por este motivo, dispfe-se que in vivo a
citotoxicidade do PP e BP sdo descartadas, ja que sdo, segundo relatos,
rapidamente hidrolisados por enzimas carboxiesterase, no entanto, nao
ha estudos que comprovam esta extrapolacdo. O mecanismo de
citotoxicidade dos parabenos ainda ndo é definido, porém ha evidéncias
de que ndo é via formacdo de radicais livres (Fawthrop, Boobis et al.
1991). O potencial toxico dos parabenos em hepatocitos ou mitocondria,
bem como a permeabilidade destes pela membrana mitocondrial, foram
novamente relacionados ao aumento da cadeia alquilica ligada ao grupo
éster. (Fawthrop, Boobis et al. 1991)
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Ensaios de mutagenicidade dos parabenos foram realizados pelo
teste de Ames, por ensaios citogenéticos, ensaio letal dominante e ensaio
de hospedeiros e indicaram que os parabenos nao sdo genotdxicos. Os
dados sdo de 1974 e os resultados corroborados em trabalhos reportados
no final da década de 70 (Soni, Burdock et al. 2001; Soni, Carabin et al.
2005).

Por outro lado, em culturas com fibroblastos de embrifes de
ratos, os compostos MP, EP e PP reduziram significativamente a
biossintese de RNA e DNA. Curiosamente nenhum dos parabenos
afetou o teor de proteina das culturas celulares (Soni, Carabin et al.
2005). Em 1983 foram reportados os efeitos de alguns parabenos sobre a
sintese de RNA, DNA e proteinas em E. coli e B. subtilis. Ambas as
sinteses de DNA e RNA foram inibidas. A sintese de proteina em
extratos de células livres de B. subtilis foi mais sensivel aos parabenos
que a sintese de RNA e DNA, enquanto a sintese de proteinas em
células de E. coli foi pouco afetada. Entre os parabenos testados, MP
apresentou-se 0 menos ativo (Soni, Taylor et al. 2002; Soni, Carabin et
al. 2005).

Quanto aos efeitos farmacoldgicos e o processo de distribuigéo,
a literatura dispde que os parabenos se ligam nos sitios 1 e 2 da
albumina do soro, tendo essa interacdo aumentada também com o
aumento da cadeia carbbnica ligada ao grupo éster. O processo é
endotérmico e, usando uma sonda fluorescente, foi documentado que a
cadeia lateral do parabeno é o principal local de ligacéo a albumina (Jun,
Mayer et al. 1971). Esta ligacdo diminui a sua acdo antiflngica e, no
caso do metilparabeno, ocorre o deslocamento da bilirrubina (Soni,
Taylor et al. 2002). Além disto, a constante de interacao do propil para o
butilparabeno aumenta significativamente (Otagiri e Perrin 1977).

Com relacéo a elevada atividade antimicrobiana dos parabenos
0 que se relata é uma maior eficiéncia contra fungos quando comparada
com bactérias e a relacdo atividade e comprimento da cadeia carbonica
ligada ao grupo éster (quanto maior, mais eficaz). Os parabenos sdo
altamente ativos em quase toda faixa de pH (acida, neutra e ligeiramente
béasica) e, neste quesito, apresentam efeito sinérgico. Um fator que altera
a eficicia dos parabenos é a presenca de solventes como metanol e
propilenoglicol, em grande parte explicada pelo aumento da solubilidade
destes compostos e pelos seus efeitos combinados sobre a integridade
das membranas celulares (Soni, Carabin et al. 2005).

Uma atencdo as datas correspondentes aos estudos biolégicos
discutidos até o momento faz perceber uma caréncia de estudos atuais.
A maioria dos estudos se deu entre as décadas de 50 e 80, embora haja
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relatos de ensaios bioldgicos com parabenos no final da década de 20.
Estas referéncias sdo citadas em artigos de revisdo que abordaram o
assunto nos anos 2001, 2002 e 2005 e, de fato, praticamente ndo ha
referéncias atuais destes estudos. No entanto, trabalhos publicados no
final dos anos 90 e, principalmente, na primeira metade dos anos 2000,
tém colocado em prova a seguranca do uso destes conservantes (Soni,
Burdock et al. 2001; Soni, Taylor et al. 2002; Soni, Carabin et al. 2005).

Estudos recentes sugerem que os parabenos possuem potencial
estrogénico (Lemini, Jaimez et al. 2003; Andersen, Lundshye et al.
2007; Bila e Dezotti 2007; Chen, Ahn et al. 2007). No final dos anos 90,
foi estudada a atividade estrogénica de MP, EP, PP e BP in vitro e os
resultados foram que a atividade aumenta com o aumento da cadeia
carbbnica, porém, foram consideradas baixas: o BP, por exemplo,
apresentou ser cerca de 10.000 vezes menos potente que o 170 -
estradiol. O principal metabdlito dos parabenos, o é&cido p-
hidroxibenzdico, apresentou-se inativo (Soni, Carabin et al. 2005). Em
2001, foi relatada atividade estrogénica dos compostos PP, BP, isobutil
e isopropil parabeno em células cancerosas de mama humana (MCF-7) e
os resultados foram confirmados mais tarde por Darbre e colaboradores
(2002, 2003). Em 2004, Darbre e colaboradores detectaram quantidades
de parabenos em tecido de tumor de mama humana. Destes, 60%
correspondeu ao composto MP, mas também foram encontrados EP, PP,
BP e isobutilparabeno. Com isso, verdades acerca da sua capacidade de
ser completamente excretado do organismo, como era afirmado, foram
colocadas em ddvida (Darbre, Aljarrah et al. 2004). Segundo os autores,
ha comprovacdes suficientes de que os parabenos podem sim ser
absorvidos e bioacumulados nos tecidos.

Ainda com relagdo a atividade estrogénica desta classe de
compostos, estudos in vivo também foram realizados e o que se relatou
foi um aumento no peso do Utero de ratas no 4° dia de aplicacdo
subcutdnea de BP e no 3° dia de aplicacdo subcutanea de
isobutilparabeno. Estas respostas foram atribuidas a atividade
estrogénica dos compostos. Quando ensaios foram realizados em peixes,
todos os parabenos foram considerados estrogénicos, enquanto o acido
p-hidroxibenzdico novamente ndo demonstrou qualquer atividade. O
potencial estrogénico do propil e do butilparabeno foi comparado a
atividade do bisfenol A. Ainda estudos realizados com ratas gravidas
mostraram que, no grupo tratado com 200 mg Kg™ de BP, a proporcio
de filhotes nascidos vivos e que sobreviveram ao desmame diminuiu
significativamente (Soni, Carabin et al. 2005).
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Martin e colaboradores em 2010 reportaram resultados de
estudos realizados com células de rim de macaco constatando atividade
toxica do propilparabeno e contribuicdo deste na oxidagcdo do DNA. Os
resultados mostraram que a exposicdo ao composto por 24h causou
mudangas na velocidade de proliferacéo das células e na viabilidade das
células estudadas. Dados revelaram a inducéo da quebra da dupla-fita do
DNA por mecanismo oxidativo. Os autores ainda comentam que ha
estudos em andamento buscando informagdes que corroborem e definam
0 modo de acdo do propilparabeno em culturas de células (Martin,
Peropadre et al. 2010).

Em 2007, estes compostos foram apresentados na lista dos
desreguladores  endocrinos (DE), junto a compostos como
organoclorados e outras classes de pesticidas, ftalatos, alquilfendis,
alguns metais pesados e bifenilas policloradas (PCBs) (Bila e Dezotti
2007). Segundo a Unido Européia, os desreguladores enddcrinos podem:
danificar diretamente um 6rgdo enddécrino; alterar diretamente a fungédo
de um 6rgdo enddcrino; interagir com um receptor de horménios ou,
alterar o metabolismo de um hormdnio em um 6rgdo enddcrino. A
hipétese da a¢do dos DE deve-se a acontecimentos como o aparecimento
de céancer no sistema reprodutivo de filhas de mulheres que usaram
dietilestilbestrol (estrogénio sintético) na gravidez entre os anos 40 e 70,
além de anomalias no sistema reprodutivo observadas em jacarés que
habitavam 0 lago da Flérida contaminado com
diclorodifeniltricloroetano (DDT) e seu metabolito
diclorodifeniltricloroetileno (DDE) (Bila e Dezotti 2007).

A presenca de DE em estacbes de tratamento de esgotos e
fontes de &gua potavel, demonstram uma ineficacia dos tratamentos
atuais para remogdo destas substancias, apresentando riscos ndo apenas
aos seres humanos e mamiferos, como também a animais aquaticos que,
de maneira geral, sdo muito mais suscetiveis a exposicdo de
xenobidticos (Yamamoto, Tamura et al. 2011). A possivel
bioacumulagdo destes compostos em animais aquaticos pode ainda
acarretar biomagnificacdo na cadeia tréfica. Por este motivo, 0s
parabenos tém sido largamente estudados como poluentes, junto a outros
DE (Bila e Dezotti 2007).

1.2. Interacdo entre compostos exdgenos/xenobidticos e
biomoléculas

A exposicdo diaria a uma variedade de compostos estranhos
(xenobidticos) é capaz de levar a absorcdo desses através dos pulmdes,
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da pele ou ingeridos, de maneira intencional ou ndo. Alguns sdo
inofensivos; outros, porém, podem provocar respostas bioldgicas de
natureza farmacoldgica ou toxica (Oshima-Franco 2003). Ha, portanto,
um interesse em se conhecer 0s processos 0S quais estes componentes
irdo participar no organismo, sendo necessarios conhecimentos de toda
farmacodindmica e farmacocinética envolvida.

Especificamente, a farmacodindmica estuda a inter-relacdo entre
0 composto e a estrutura-alvo, desejavel ou ndo, bem como o respectivo
mecanismo de acdo, benéfico e/fou maléfico. Com relacdo aos
mecanismos de agdo, estdo envolvidas interacfes do tipo ligacOes de
hidrogénio, ibnicas, covalentes, interagfes hidrofbicas e de Van der
Waals, que envolvem principalmente enzimas, proteinas carregadoras
(albumina) e &cidos nucléicos (Goodman; Gilman 1996).

J& a farmacocinética é definida como o estudo quantitativo dos
processos de absorcdo, distribuicdo, biotransformagdo e eliminagdo dos
componentes exdgenos ou dos seus metabdlitos que estdo descritos
abaixo:

Absorcdo: E a passagem da substancia para a circulagio
sistémica e esta relacionado com a permeagdo do composto através de
membranas biol6gicas. Fatores como caracteristicas fisico-quimicas do
composto e das membranas, e as vias de administracéo, influenciam a
absorgéo (Katzung 1995; Goodman; Gilman 1996).

Distribuicdo: Depois de absorvido ou injetado na corrente
sanguinea, a substancia pode distribuir-se para os liquidos intersticial e
celular. A distribuicdo é dependente do fluxo sanguineo, das possiveis
interacdes com proteinas presentes no plasma e da taxa de difusdo nos
tecidos, que sdo influenciadas principalmente pelas caracteristicas
fisico-quimicas do composto e, por isso, é singular para cada um
(Katzung 1995; Goodman; Gilman 1996).

Metabolismo ou Biotransformacdo: E toda e qualquer
transformacgdo quimica do composto dentro do organismo. Em geral, as
biotransformagfes sdo catalisadas por enzimas que se encontram em
maior concentracdo no figado, mas também nos rins, pulmdes, trato
gastrintestinal e na pele (Katzung 1995; Goodman; Gilman 1996; Meyer
1996)

A principal atividade da biotransformacdo, em especial se
tratarem de compostos lipossollveis, é produzir um derivado que, ao
passar pelos tdbulos renais, ndo seja reabsorvido e tenha, portanto, real
possibilidade de excrecao.

Eliminacdo ou Excrecdo: E o ltimo processo que envolve a
participacdo do composto exdgeno no organismo. A excrecdo pode
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ocorrer através de diferentes orgdos como o intestino (fecal) e os
pulmdes, porém o rim (urina) é o principal orgdo envolvido neste
processo (Goodman; Gilman 1996). A bioacumulagdo pode ocorrer
guando este processo € ineficiente.

A partir do momento que a composto é administrado, interna ou
externamente, as etapas descritas acima ocorrem simultaneamente,
sendo essa divisdo apenas de carater didatico.

1.2.1  Aligacdo com proteinas plasmaticas

Uma grande quantidade de compostos, quando atinge a corrente
sanguinea, é capaz de interagir com os constituintes daquele meio, como
0s eritrGcitos e as proteinas plasmaticas. Dentre as proteinas, a principal
participante deste processo é a albumina do soro, podendo ser também a
beta-globulina e a al-glicoproteina &cida, dentre outras (Ghuman,
Zunszain et al. 2005). A maior afinidade por uma das proteinas
presentes se da pelos niveis de concentracdo das mesmas, sendo que a
albumina representa cerca de 50% do total de proteinas no sangue, como
também pelas caracteristicas do composto e dos sitios de ligagdo das
proteinas, que sdo geralmente os sitios 1 e 2, localizados nos
subdominios 1lA e IlIA, respectivamente (Ghuman, Zunszain et al.
2005). As Figuras 1 e 2 apresentam as ligagGes de alguns farmacos nos
sitios 1 e 2 da albumina do soro humano (HSA).

Figura 1 Ligacdo de farmacos no sitio 1 da albumina do soro humano (HSA) ja
ligada a um tetradecanoato. a) azapropazona e b) indometacina (Ghuman,

Zunszain et al. 2005).
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Figura 2 Ligacdo de farmacos no sitio 2 da albumina do soro humano (HSA).
a) diazepam e b) indoxil-sulfato (Ghuman, Zunszain et al. 2005).

Estudos de interagdo entre xenobioticos e proteinas plasmaticas
sdo importantes porque as forcas de ligacdo tém efeitos significativos
sobre as suas propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas
(descritas anteriormente), relevantes para a sua absorcdo, distribuigdo,
metabolismo e excre¢do, bem como para as concentragles destes
compostos nos seus locais de acdo e em tecidos.

A interacdo de um determinado composto com a proteina
plasmética deve ser um processo reversivel e dindmico em que
complexos continuamente se formam e se desfazem. Uma vez que as
proteinas ndo passam através das paredes capilares, a fracdo do
composto livre é que atravessara as membranas tornando-se disponivel
para interacbes com receptores, como proteinas especificas e DNA
(Katzung 1995; Goodman; Gilman 1996). No caso de farmacos,
vitaminas e antioxidantes, esta interacdo € desejavel, porém muitos
compostos podem causar alteracfes maléficas como mutacdo génica
indesejada, desequilibrio protéico e interacdo medicamentosa (Oshima-
Franco 2003).

1.2.2. InteracGes de moléculas pequenas com o DNA

Sabe-se que a capacidade de informacdo genética se da pela
leitura de determinadas seqliéncias de pares de base que estruturam o
DNA. Uma leitura alterada fornece informacGes alteradas. Esta e
qualquer mudanga fisica ou quimica que ocorra na estrutura do DNA
pode acarretar danos irrepardveis a salde das células e funcionamento
do organismo. Por outro lado, células que se multiplicam mutantes
devem sofrer uma nova mutagdo para que seja cessada a sua replicacéo.
Um mesmo principio, portanto, pode causar e curar danos, entre
diversos, o cancer.
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Uma grande variedade de dados cientificos da forca a hipotese de
que o cancer é uma doenca da atualidade, causado principalmente por
fatores ambientais e habitos de vida, que inclui 0 maior consumo de
industrializados e junk foods. De acordo com Arnes, substancias
mutagénicas ambientais, e estende-se para as demais, além de causar o
cancer e defeitos genéticos, também podem agravar doencgas cardiacas,
alergias e induzir a malformacéo no desenvolvimento do feto (HOJO
1981).

Séo classificados 4 principais grupos de mutagénicos quimicos:
agentes alquilantes que interagem com centros nucleofilicos do DNA
adicionando grupamentos alquila; andlogos de base que sdo compostos
Cuja estrutura é muito parecida com a de uma base-estrutural, e por isso
sdo incorporados no DNA em seu lugar; agentes desaminantes que
reagem com as bases que possuem grupo amino e; agentes intercalantes
que sdo compostos que se intercalam entre as bases nitrogenadas (HOJO
1981).

Substéncias mutagénicas sdo encontradas em  produtos
industriais, como o cloreto de vinila utilizado para produzir PVC
(cloreto de polivinila — polimero utilizado na fabricacdo de materiais
plasticos); em defensivos agricolas (organoclorados, organofosforados,
carbamatos, triazinas, etc); aditivos alimentares (nitrosaminas, nitrito,
bissulfito, etc) como também em medicamentos e cosméticos
(antibidticos, drogas usadas no tratamento da esquistossomose e do
cancer, alguns psicotrdpicos, corantes sintéticos, etc.) (HOJO 1981).
Desta Ultima classe, os mais discutidos atualmente quanto a sua
capacidade de agdo mutagénica estdo o formaldeido, o triclosan e os
parabenos.

Atualmente é grande o numero de medicamentos anti-cancer
DNA-dirigidos, ou seja, que tem atividade diretamente na molécula de
DNA, porém apresentam baixa seletividade e efeitos colaterais intensos,
ja que agem tanto no DNA de células mutagénicas quanto de células
saudaveis. Além disso, 0 modo exato de acdo para muitos destes
compostos ndo é bem definida (He, Li et al. 2002). Por outro lado,
cresce da mesma forma o questionamento quanto a seguranca de
produtos industrializados que ja estdo nas prateleiras, intensificado por
descobertas que fizeram alguns produtos sairem do mercado (exemplo:
o formaldeido em alisantes de cabelo).

Como resultado disso hd um grande interesse econdémico e
social que faz crescer o nimero de pesquisadores e nicleos de pesquisa
que trabalham neste sentido e visam a base molecular das interacdes



72

entre moléculas pequenas e DNA, com énfase na natureza e intensidade
da interacdo, sitio de ligagdo e especificidade estrutural.

1.3. Eletroforese capilar no estudo de interagdes com
biomoléculas

InteracGes moleculares podem assumir estequiometrias n:1,
onde n é um ndmero inteiro limitado de acordo com os sitios de ligag&o.
O sistema mais simples, 1:1, € descrito pela equacdo quimica abaixo:

S+L=2 SL

Assim, a constante de associacdo (K.s), que é a medida da
afinidade de um substrato S pelo seu local de ligagdo no ligante L, é
definida pela Equacdo 1 (Armstrong e Jiang 2010).

Kﬂ g — S I_ (1)
[S]+ L]

onde [SL], [S] e [L] correspondem a concentracdo no equilibrio do
complexo, do substrato livre e do ligante livre, respectivamente.

Além disso, a razdo entre o substrato ligado e o total de
substrato, r, pode ser expresso pela Equagdo 2 (Armstrong e Jiang
2010).

r=_[SL] = Kass[l] 2
[S]+[5L] 1+ Kass[L]

A razdo, r, pode ser substituida pela resposta experimental, R,
quando o sistema de resposta é referente a resposta do substrato livre e
do complexo . A Equacédo 2 pode ser entdo rearranjada e expressa como
a isoterma de associacdo descrita na Equacdo 3 (Armstrong e Jiang
2010; El-Hady, Kuhne et al. 2010).

AR = R-Rf = Kass[l] (3)
ARmax  Re-Rf 1+ Kass [L]

onde R é o sistema de resposta, Rs e R, s80 as respostas do ligante livre e
do complexo. A mesma equacdo pode ser encontrada com outros
rearranjos na literatura (Nilsson, Harang et al. 2004).
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O sistema de resposta pode ser mudanca de mobilidade em
eletroforese capilar de afinidade (ACE), RMTR (razao relativa do tempo
de migragdo) em ACE com preenchimento parcial (PF-ACE), fator de
retencdo, k, em cromatografia, deslocamento quimico em RMN,
mudanca de absorbancia em UV-vis, etc (Busch, Carels et al. 1997;
Heegaard, Nilsson et al. 1998; Armstrong e Jiang 2010). Entretanto, esta
mudanca de resposta deve ser causada apenas pela associacdo entre o
substrato e o ligante. Alguns sistemas de resposta de CE, como a
mobilidade, pode ser afetada por outros fatores como viscosidade, forga
ibnica e interacdo com a parede do capilar. Estes fatores devem ser
eliminados ou quantificados de modo que a mobilidade possa ser
corrigida (Armstrong e Jiang 2010).

A Equacdo 3 pode, entdo, ser rearranjada para as formas
lineares descritas nas Equagdes 4, 5 e 6.

1= 1 +_1 (4)
AR ARmax Kass [L] DARmax

= 1+ (4 5
AR ARmax Kass  ARmax ( )
AR = - Kass AR + Kazs ARmax (6)

[L]

Constantes de associacdo podem ser estimadas através das
equacles lineares recém descritas, bem como por ajuste dos dados
experimentais para a isoterma de ligacdo ndo-linear (Equacgdo 3) usando
0 ajuste dos minimos quadrados (MMQ). As equagdes 4-6 foram ditas o
duplo-reciproco, o y-reciproco e 0 Xx-reciproco, respectivamente. Na
literatura é possivel encontrar outros nomes: duplo reciproco é também
chamado Benesi-Hildebrand em espectrofotometria e Lineweaver-Burk;
0 x-reciproco é conhecido como Eadie plot em cinéticas enzimaticas ou
Scatchard em estudos de associacdo a proteinas. Embora as equagdes 4-
6 sejam apenas rearranjos algébricos da Equacdo 3, os dados tém pesos
diferentes e os resultados ndo produzem exatiddo e precisdo
equivalentes (Armstrong e Jiang 2010; El-Hady, Kuhne et al. 2010).
Todas as equacBes acima sdo relevantes para sistemas 1:1. Entretanto,
sistemas biolégicos, como interacbes com proteinas, geralmente
apresentam multiplos tipos de interacdo e multiplos sitios de ligacdo. A
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isoterma de ligacdo nestes casos pode ser expressa pela Equacdo 7
(Armstrong e Jiang 2010).

[= E MNj Kassz' L
=1 1+ Kass,j[L] (7)

onde m sdo os tipos de ligacdo, n 0 nUmero de sitios para cada tipo de
ligacdo e r é a razdo de substrato ligado pela concentracdo total de
substrato. Por outro lado, a analise dos dados por este modelo pode ser
muito complicada e é preferivel um conhecimento prévio da
estequiometria de ligacdo para que se obtenham resultados mais
préximos do real.

As constantes de associacdo também podem ser calculadas a
partir de pardmetros cinéticos. Para a associacdo de substrato S e ligante
L, a constante é igual a razdo das constantes de velocidade k; e k; das
reacOes direta e inversa, respectivamente. A CE também pode ser
aplicada neste caso (Armstrong e Jiang 2010).

Embora muitos métodos como Ressonancia Magnética Nuclear
de H* (RMN HY), Infra-Vermelho, Raman, espectrometria de massas,
raio-X, fluorescéncia e voltametria ciclica, etc, tem sido utilizados para
calculos de constantes de associacdo e estudos de interagfes entre
compostos e biomoléculas, a sua maioria exige experimentos laboriosos,
demorados, e necessidade de grande quantidade de amostra (He, Li et al.
2002). A técnica de CE, por sua vez, apesar de ter sido iniciada com
analise de proteinas (Tavares 1996), teve seus primeiros trabalhos
publicados em andlise de DNA apenas em 1988, e desde entdo sua
aplicacdo tem crescido exponencialmente (Singhal, Otim et al. 1995;
Fang, Zhang et al. 1996; Li, Dou et al. 2011). Muitos sistemas
biomoleculares, como proteina-proteina, DNA-proteina, proteina-droga,
proteina-acticar, DNA-peptideo, antigeno-anticorpo, etc, sdo estudados
utilizando técnicas de CE (Heegaard e Schou 2006). As maiores
vantagens estdo na possibilidade dos experimentos serem realizados em
solucdo aquosa (em analises com DNA, por exemplo, solventes
organicos se ligam em regides ndo polares do sulco menor além de
afetarem a solubilidade de muitas proteinas), a simplicidade da técnica,
baixo custo tanto da instrumentacdo quanto dos reagentes, permitir
trabalhar em pH fisiologico, a amostra ndo precisar ser necessariamente
pura e avangada automatizacdo da instrumentacdo (Araya 2007
Yamamoto, Tamura et al. 2011).

Os métodos reportados por CE para a determinacdo das
constantes de associacdo sdo subdivididos em trés grupos, de acordo
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com o sistema de resposta, que pode ser: altura do pico (método FA);
area do pico (métodos VP e HD) e; mobilidade (métodos VACE, ACE e
PF-ACE) (Busch, Carels et al. 1997; Heegaard, Nilsson et al. 1998;
Armstrong e Jiang 2010).

A maioria dos trabalhos reportados foram estudos realizados
com proteinas, porém os métodos se estendem para estudos bioquimicos
com peptideos, carboidratos, acidos nucléicos, etc. Os métodos citados
s8o descritos a seguir:

FA — método por andlise frontal: o capilar é preenchido com o
tampao (eletrolito) e um grande plugue de amostra € injetado. A amostra
consiste em substrato e proteina em equilibrio, o que significa que o
plugue ir& conter substrato e proteina livres e ambos ligados. Assume-se
que proteina e complexo droga-proteina tenham praticamente a mesma
mobilidade. Uma limitacdo do método € que a mobilidade do composto
livre deve ser suficientemente diferente da mobilidade da proteina.
Neste caso trabalha-se com uma concentracao fixa de proteina e varia-se
a concentracdo de substrato. A altura do pico referente ao composto
livre representa a concentracdo deste e pode ser obtida através de uma
curva de calibragdo comum. Em FA requer que u. = pc OU ps = pc, onde
UL, pic € ps Séo as mobilidades da proteina, do complexo e do substrato,
respectivamente (Busch, Carels et al. 1997; Ostergaard e Heegaard
2003; Armstrong e Jiang 2010).

VP — método por vacéancia de pico: o capilar é preenchido com
eletrélito contendo ligante e substrato. A concentracdo de um deles é
fixada, normalmente a de ligante, e a do outro componente, varia. Em
seguida uma pequena quantidade do eletrolito é injetada e o
eletroferograma apresenta trés picos: de um marcador inerte, do
complexo+proteina livre (negativo) e, do substrato livre (negativo). A
quantidade de composto livre é obtida através de uma calibracdo interna
das areas dos picos. Uma série de amostras (tampdo puro) aumentando a
concentracdo do substrato é injetada. Quando a concentracdo do
composto na amostra é alta, a area do pico muda de negativo para
positivo. Uma interpolacao permite calcular a concentracdo do substrato
livre quando o pico negativo desaparece. Mensurando, portanto, a
concentracdo do composto livre e sabendo-se a concentracdo total de
proteina e de composto no eletrolito, é possivel calcular a constante de
associacao (Busch, Carels et al. 1997; Armstrong e Jiang 2010).

HD - método de Hummel-Dreyer: o experimento é realizado
preenchendo o capilar com eletrélito contendo concentragdes variadas
do substrato. Quando uma pequena quantidade de proteina é injetada,
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tém-se um eletroferograma com o pico do marcador inerte, o pico da
proteina livre + proteina ligada e, por fim, um pico negativo referente ao
substrato livre. A area do pico negativo é diretamente relacionada a
guantidade de substrato ligada a proteina. O nimero de substrato ligado
por molécula de proteina é fixado pela concentracdo deste no tampéo e,
portanto, pode ser considerado constante durante a analise. A quantidade
de substrato ligada pode ser quantificada a partir de uma calibracdo
interna ou externa. Na calibracdo interna, trabalha-se com uma série de
amostras com concentragdes fixas de proteina e aumenta-se a
concentracdo de substrato. Quando se aumenta a concentracdo de
substrato injetada com a proteina, a area diminui, e quando estiver numa
concentracdo suficientemente elevada, um pico positivo pode vir a
aparecer. Para quantificacdo, uma interpolagdo é capaz de informar a
quantidade presente de substrato ligado. Na calibracdo externa, a
quantidade de substrato ligado € calculada a partir da diferenca da &area
obtida ap6s a injecdo da amostra de proteina e através da area obtida
quando o tampdo sem substrato é injetado. Este método permite estudar
o0 modelo de estequiometria, pois a concentracdo de substrato ligado é
mensurada (Busch, Carels et al. 1997; Armstrong e Jiang 2010).

ACE - o procedimento experimental é exatamente igual ao
método de HD, porém a formacdo do complexo é acompanhada pela
mudanca de mobilidade do substrato na presenga de proteina. O método
pode ser realizado a partir de dois principios: A) a proteina é adicionada
no eletrélito e o substrato é injetado, ou, B) o substrato é adicionado no
eletrdlito, e a proteina é injetada. Entretanto, quando proteina e
complexo tem a mesma mobilidade, os experimentos podem ser
realizados apenas com o principio do modo A. No caso de um complexo
1:1 e quando todas as mobilidades diferem, ambos, A e B, podem ser
empregados (Busch, Carels et al. 1997; Tanaka e Terabe 2002;
Armstrong e Jiang 2010).

As equagdes que serdo descritas a seguir sdo aplicadas para o
primeiro caso (A) (que foi aplicado neste trabalho), porém, podem ser
deduzidas também para 0 modo B.

Como em ACE o sistema de resposta é a mobilidade
eletroforética, a Equacdo 8 (rearranjo da Equacéo 3) relaciona constante
de dissociagdo (Kg) e mobilidade num sistema 1:1.

L] (8)

Mett = Mo+ (Mo — 1) 7
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onde pefr € ps S80 as mobilidades efetivas do substrato na presencga e
auséncia de proteina, respectivamente, p. € a mobilidade do complexo
formado, [L] a concentragdo de proteina e Ky € a constante de
dissociacéo, facilmente revertida para constante de associa¢do (1/K4 =
Kass)-

As mobilidades do substrato, na presenca e na auséncia de
proteina no eletrolito, e a mobilidade do complexo formado estdo
relacionadas entre si pela Equacao 9.

Leff = (1 - Bluc+ Pus ©)

onde beta (B) representa a razéo entre a concentragéo de substrato livre e
ligado e pode ser expresso pela Equagéo 10.

B=F=Leff - = [Dj (10)
T He- s [Diotal

onde F e [D4] refletem a concentragdo de substrato livre e T e [Dioa] @
concentracdo total de substrato. Geralmente a mobilidade do complexo
ndo € conhecida e pc € substituida nas por pms, que € a mobilidade
méaxima do substrato observada quando a concentragdo de proteina no
eletrélito € alta.

Se a mobilidade do substrato livre e do complexo for a mesma,
uf = pe, €ntdo nenhuma mudanga na mobilidade é observada e, portanto
0 método ndo pode ser usado desta forma. Neste caso, é possivel aplicar
0 método B: adicionar substrato no eletrélito e injetar proteina (Busch,
Carels et al. 1997).

Em muitos casos a interacdo substrato-ligante ndo é descrita por
uma estequiometria 1:1. As complicagdes envolvem dois aspectos:
diferentes valores de K, € a ligacdo de mais de um composto no mesmo
sitio, n. Com o método de ACE a ocorréncia de miltiplos valores de K
leva a dificuldades. O ponto é que ndo ha, em geral, nenhum
mapeamento linear sobre a mobilidade média observada de, por
exemplo, proteina, sobre o valor de r. Isto s6 poderia ser aplicado
quando a mudanca na mobilidade com o aumento da complexacdo (P >
PD - PD,) fosse proporcional ao numero de associa¢des. Este modelo,
no entanto, descreve apenas a converséo de uma forma de s para a outra
de pc ou umax. Quando nédo se tem informagdo quanto a magnitude do
valor de n, ndo é possivel encontrar o valor absoluto de r, mesmo
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guando o limite da mobilidade (para a conversdo total para PD,) é
conhecido. Outra desvantagem é que em ACE ndo € possivel obter a
concentracdo de substrato livre, nem pode esta ser derivada de outras
medidas feitas por ACE e esta informagdo é necessaria para poder
construir uma isoterma de ligacdo correta (Busch, Carels et al. 1997;
Heegaard, Nilsson et al. 1998; Heegaard e Schou 2006; Armstrong e
Jiang 2010).

Para muitos sistemas utilizando ACE, ums geralmente néo pode
ser mensurado, devido limitagBes experimentais, porém uma regressdo
nao-linear, da mobilidade da proteina na presenga de diferentes
concentracGes de substrato (p.efr) Versus a concentragéo de substrato no
eletrolito, permite estimar o valor de K, sem conhecer pms. €, entéo, é
possivel estimar simultaneamente as duas incognitas (Armstrong e Jiang
2010).

Quando ha interacdo em mais de um sitio, o valor da constante
de associacao obtido é um valor médio entre todas as constantes (Jun,
Luzzi et al. 1972).

VACE - método de eletroforese capilar de afinidade por
vacancia: o procedimento experimental é idéntico ao método VP, porém
aqui a mudanga no tempo de migracdo do pico negativo é usada para
mensurar a quantidade de ligagdo. O tratamento dos dados é analogo ao
método por ACE e, da mesma forma, com VACE, a concentracdo de
analito livre ndo pode ser conhecida, podendo acarretar um erro
sistematico de K, (Busch, Carels et al. 1997; Armstrong e Jiang 2010).

De maneira geral, os métodos HD, VP, FA e VACE podem
trazer informagBes quanto aos sitios de ligacdo e constante de
associacdo, enquanto por ACE, é obtida apenas a constante de
associacdo. Os métodos, na verdade, sdo considerados complementares
mais do que competitivos, pois cada um exibe extensdo especifica de
aplicabilidade, limitacdes, vantagens e desvantagens (Busch, Carels et
al. 1997; Armstrong e Jiang 2010).

PF-ACE (partial filling) — método por preenchimento parcial: o
método mais recentemente reportado por CE é, na verdade, uma
variacdo do método de ACE. Envolve o preenchimento parcial do
capilar com solucéo do ligante (também chamado de receptor em alguns
artigos), e pode ser variada tanto a concentracdo do receptor quanto o
tamanho do plugue. O método permite, injecdes maltiplas (MIPF-ACE),
porém apresenta limitacGes quanto a natureza do substrato e do receptor,
devido a sobreposicdo indesejada de plugues. Além disso, ha
desvantagens quanto ao nimero de injecdes. Quando se trabalha com
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condi¢cBes experimentais ja limitadas (como quando se quer mimetizar
as condic@es bioldgicas de onde de fato ocorre a interacdo em estudo e,
em especial quando se trabalha com moléculas complexas como
macromoléculas), a MIACE apresenta-se ainda mais limitada, exigindo
um planejamento e otimiza¢do do método bastante exigente e peculiar
(aplicavel para aquele receptor e para aquele ligante, somente) (Gomez e
Zhang 2000; Zavaleta, Chinchilla et al. 2007).

Em PF-ACE a interacdo ocorre quando a tensdo € aplicada.
Durante a eletroforese, o substrato migra através do plugue do receptor
(proteina ou DNA, no caso), e ambos ficam disponiveis um ao outro.
Neste caso € necessaria uma maior concentragdo de receptor se
comparado com o classico por ACE, pois o tamanho do plugue é
geralmente muito menor quando comparado com o tamanho total do
capilar (Nilsson, Harang et al. 2004; Heegaard e Schou 2006; Armstrong
e Jiang 2010).

Em PF-ACE, apés a eletroforese, o tempo de migracdo do
substrato é monitorado e, na maioria dos estudos reportados, os dados
sdo tratados de maneira andloga a ACE, utilizando valores de
mobilidade como sistema de resposta nas equagdes 3-6 para associagdes
1:1 (Armstrong e Jiang 2010).

Em 2004, foi proposto foi Nilsson e colaboradores, um novo
modelo matematico para calculos de constante de associagdo por PF-
ACE (Nilsson, Harang et al. 2004). A relacdo entre os parametros e a
constante de dissociacdo do complexo formado é descrita na Equagéo
11.

1 mer?lee dAt (11)
Kg to.det dn

onde r € o raio interno do capilar, I é a distancia do substrato até o
detector, t g4 0 tempo de migracdo do substrato livre de proteina, n o
nimero de mol de proteina e At é diferenga entre os tempos de migragdo
do substrato na presenca e auséncia de proteina.

A proposta foi fundamentada na idéia de que o monitoramento
da razdo do tempo de migracdo em PF-ACE deve ser feito considerando
0 tempo em que o substrato passa através do plugue do receptor e para
iSs0 € necessario além da rezao relativa do tempo de migracdo (RMTR),
o diametro interno do capilar e a quantidade absoluta de proteina
injetada.
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1.4. Adsorcdo de proteinas em superficies de silica e a
modificacao interna de capilares em CE

A adsorcdo de proteinas e peptideos é um fato quase sempre
presente em analises desta natureza por eletroforese capilar,
principalmente devido a progressiva ioniza¢do do silanol em qualquer
valor de pH acima de 2,5 (Castelletti, Verzola et al. 2000; Verzola, Gelfi
et al. 2000). Muitos estudos buscam minimizar este fendmeno, incluindo
0 uso de pHs extremos, forca ibnica elevada e aditivos zwiteridnicos,
entretanto a opcdo mais estudada tem sido o revestimento interno do
capilar, j& que as duas primeiras alternativas apresentam-se bastante
limitadoras. Os revestimentos podem ser classificados como poliméricos
covalentemente ligados, poliméricos fisicamente adsorvidos, ou aditivos
de moléculas pequenas (Lucy, MacDonald et al. 2008).

Os revestimentos poliméricos covalentemente  ligados
apresentam melhores desempenhos devido a alta estabilidade da ligagdo
formada na parede do capilar, como é o caso das quitosanas
quaternizadas (Lucy, MacDonald et al. 2008), porém este tipo de
tratamento exige procedimentos laboriosos. Assim, entre protocolos de
modificagdo da superficie, parece particularmente atraente o0
procedimento do chamado “revestimento dindmico”, ou seja, compostos
que podem interagir de forma transitdria com a parede, por um
mecanismo de adsor¢do, uma vez que ndo necessitam de tratamentos
quimicos complexos na superficie de silica (Castelletti, Verzola et al.
2000; Verzola, Gelfi et al. 2000). Este Gltimo procedimento segue o
mesmo principio dos tratamentos comuns utilizados em eletroforese
capilar para inversdo e retardamento do EOF com surfactantes como
brometo de cetil trimetilaménio (CTAB) e moléculas pequenas como
hexano-1,6(bis)trimetilaménio (HMB - descrito anteriormente no
desenvolvimento do método apresentado no Capitulo 1, para
determinacdo de parabenos).

A adsorcdo de proteina diminui o potencial zeta da superficie
interna do capilar, causando alteracdes no fluxo eletrosmético que
agrega baixa repetibilidade entre as corridas e erros nas leituras dos
dados.

Um modelo realista simplificado da adsorcdo de proteinas em
superficies solidas ndo porosas € descrito na Figura 3.
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Figura 3 Esquema simplificado da adsorcéo de proteinas em superficies sélidas
ndo porosas retirado da referéncia (Lucy, MacDonald et al. 2008).

A primeira etapa (1) consiste no transporte da proteina para a
superficie. A segunda (2) envolve a interagdo e ligacao da proteina na
superficie e pode envolver uma perturbacdo estrutural da mesma. Esta
etapa € reversivel e pode ocorrer a dessor¢do de proteina.
Alternadamente a proteina adsorvida pode relaxar para suas
conformacdes steady-state que retida na superficie é irreversivel (etapa
3). As etapas 2 e 3 sdo essencialmente controladas por forgas
coulémbicas e de hidratagdo entre a proteina e a superficie, mas também
incluem interagBes com a &gua, com outras proteinas adsorvidas e com
os componentes do eletrdlito na regido interfacial (Lucy, MacDonald et
al. 2008).

A principal contribuicdo para adsor¢do de proteinas em uma
superficie lisa e rigida se origina a partir de interacdes eletrostaticas
entre a proteina e a superficie, alteracGes no estado de hidratacdo da
superficie do adsorvente e de partes da molécula de proteina e, de
arranjos estruturais na proteina (Norde e Giacomelli 2000). Segundo
Norde e Haynes (Norde e Haynes 1995), as principais for¢as motrizes
para a adsorcdo de proteinas sdo eletrostaticas e hidrofébicas, assim
como mudancas estruturais da proteina. Proteinas globulares com
elevada estabilidade interna, como a lisozima, muito pouco adsorve em
superficies hidrofilicas, a menos que haja interacdo eletrostatica. Ja
proteinas globulares como albuminas do soro bovino (BSA) e
humano(HSA), imunoglobulina, caseina e hemoglobina, conhecidas
como proteinas “macias”, pois apresentam baixa estabilidade interna,
tendem a adsorver em todas as superficies independentemente de
interacOes eletrostaticas, isto devido a um ganho na entropia
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conformacional resultante da adsorcdo (Lucy, MacDonald et al. 2008).
Assim, proteinas macias adsorvem mesmo em um sistema em que séo
eletrostaticamente repelidas da superficie, podendo ser observadas,
quando em solugdes aquosas, em toda a faixa de pH.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Aplicar a técnica de eletroforese capilar para estudos de
interacdo e determinacdo das constantes de associacao entre parabenos e
albumina do soro bovino (BSA) bem como para estudos de interacdo
com DNA.

2.2. Especificos

- Modificar a superficie do capilar para as analises com BSA
utilizando a propria proteina;

- Estudar a influéncia da modificacdo interna do capilar através de
calculos das mobilidade do fluxo eletrosmético (EOF) nas condigdes
estudadas;

- Desenvolver um método para determinacdo simultanea das
constantes de associagdo (Ks) entre metil, etil, propil e butilparabeno a
partir do método classico de eletroforese capilar de afinidade (ACE);

- Aplicar e comparar diferentes modelos matematicos (linear e ndo-
linear) nos calculos das K, entre os parabenos e BSA;

- Aplicar um segundo método com preenchimento parcial do capilar
(PF-ACE) para determinagéo destas K, individualmente;

- Observar a relacdo estrutura/atividade;

- Aplicar os métodos PF-ACE e, outro, offline para analisar possivel
interacdo entre os parabenos e DNA,;

- Utilizar o software Peakmaster® para simulacdes;

- Comparar os resultados obtidos com reportados na literatura.
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3. EXPERIMENTAL
3.1. Instrumentagéo

Para todos os experimentos foi utilizado um equipamento de
eletroforese capilar modelo HP*® CE (Agilent Technologies, Palo Alto,
E.U.A) equipado com detector de arranjo de diodos.

Quando necessaria ultrafiltracdo foi utilizada membrana de
celulose regenerada Microcon 10.000 NMWL (Millipore Corporation,
E.U.A) e uma centrifuga Eppendorf Mini Spin plus.

3.2. Reagentes e Solugdes

Como reagentes foram utilizados padrbes analiticos de
albumina do soro bovino (BSA), metil (MP), etil (EP) , propil (PP) e
butilparabeno (BP) adquiridos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, SP,
Brasil). Hidrogeno fosfato monossodico e dissodico, hidréxido de sédio
da Tedia Brasil (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Como solventes, metanol e
acetona comprados da Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e agua
deionizada (Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, E.U.A). O DNA ¢ de
célula de rim de embrido de Macaco-rhesus (linhagem FRhK-4),
adquirido do Laboratdrio de Virologia Aplicada da UFSC.

3.3. Solugfes padréo

O eletrélito de corrida foi preparado com Na,PO,> e NaHPO,*
de forma a obter uma solugdo com 30 mmol L™ de fosfato e 50 mmol L°
! de fons sédio.

SolugBes estoque dos padrbes de metil, etil, propil e
butilparabeno foram preparadas individualmente pela dissolucdo de 25
mg em 25 mL de metanol/agua 80/20 (a mesma utilizada para o
desenvolvimento do método descrito no Capitulo 1).

A partir das solucdes estoque, foi preparada para as analises
uma solucdo diluida em eletrélito de corrida com aproximadamente 250
umol L™ de cada analito, diluidos individualmente e em conjunto. A
solucdo de BSA foi preparada com cerca de 500 umol L™ de BSA
também em eletrolito. Esta precisou ser preparada logo antes das
analises, pois apresentou turbidez apds menos de uma semana mantida
refrigerada em aproximadamente 4 °C (geladeira comum).
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Para os experimentos com o DNA foram preparadas solucGes
contendo 150 e 15 ng uL™ do mesmo, provenientes de um estoque de 30
uL de solugdo aquosa contendo 150 ng pL™* de DNA. Apenas o
propilparabeno foi utilizado nesta etapa do trabalho, numa solucéo
aproximadamente 250 pmol L.

Para evitar alteragBes indesejadas durante os experimentos,
antes de desenvolver os métodos para os estudos de interacdo parabeno-
BSA, optou-se por um procedimento de modificagdo dindmica do
capilar. A partir do préximo item, entdo, o capitulo 2 sera subdividido
em trés itens: 4) modificacdo da superficie interna do capilar com BSA,;
5) estudo de interacdo entre os parabenos e BSA, e os célculos das
constantes de associagao (Ka) €; 6) estudos de interacdo com o DNA.
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4. MODIFICACAO DO CAPILAR COM ALBUMINA
DO SORO BOVINO (BSA)

4.1. Demais parametros eletroforéticos e procedimento
experimental

Para os experimentos foi utilizado capilar de silica fundida de
32 cm de comprimento (efetivo 23 cm) x 50 um de didmetro interno
(d.i.), & 36,5 °C, e os dados obtidos em 260 nm (comprimento de
absorcdo maxima da acetona, utilizada como marcador do EOF).

Para modificac@o dindmica da superficie foram feitas sucessivas
lavagens com solugdo de BSA em eletrdlito de corrida, (30 mmol L™ de
PO,*, 50 mmol L™ de Na*, 500 umol L™ de BSA), e observado o efeito
deste fendmeno na mobilidade do fluxo eletrosmético.

As medidas de mobilidade foram realizadas a cada intervalo de
tempo de contato entre a superficie e a proteina utilizado o método
proposto por Williams e Vigh (Williams e Vigh 1996). Os parametros
do método sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 Parametros utilizados para determinagdo da mobilidade efetiva do
EOF antes e apds o tratamento com solugdo de BSA

Parametros Pré-lavagem  Pds-lavagem com  Pés lavagem 10 min

com BSA BSA NaOH + 10 min
H,O + 10 min BGE

tini (5) 3 3 3
t4 () 2 2 2
tonigr (5) 15 15 15
tramp-up (S) 2 2 2
tramp-down (S) 1 1 1
Voreg (KV) 15 15 15
Lot (cm) 32 32 32

Lq (cm) 23,5 23,5 23,5

tne (MiN) 1,72 1,97-2,02 1,69

tno (MiN) 2,09 2,34-2,39 2,05

tns (Min) 2,88 2,84-2,95 2,82

Legenda: BSA, albumina do soro bovino; BGE, eletrélito de corrida; ti,j, tempo
de injec&o; ty, tempo de resposta do equipamento para o inicio da operac&o; tmigr,
tempo de migracéo; t.mp, rampa de voltagem; V., potencial aplicado; L,
comprimento total do capilar; Ly, comprimento entre a extremidade de injecdo e
0 detector; ty;, tno € tys, tempo de injecdo do marcador neutro da primeira,
segunda e terceira injecdo, respectivamente.
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4.2, Resultados e Discussao

A Figura 4 apresenta o grafico da mobilidade do EOF versus
tempo de contato entre a proteina e a superficie do capilar.
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Figura 4 Gréafico da variacdo do fluxo eletrosmético (EOF) antes e apds o
tratamento do capilar com albumina do soro bovino (BSA). Condigdes: capilar
32 cm de comprimento, 23,5 cm de tamanho efetivo, 50 um d.i., eletrélito 30
mmol L PO,*, 50 mmol L™ Na*, pH 7,3.

O que se observa é uma alteracdo de cerca de 3 vezes o valor do
EOF gerado pela superficie apds a saturacdo. Além disto, observou-se
que isto ocorre jA nos primeiros minutos de lavagem, mantendo-se
praticamente constante ao longo do tratamento. No entanto, a lavagem
do capilar com NaOH 1mol L, seguido por 4gua e BGE, comumente
empregada nos experimentos de eletroforese, faz com que a superficie
interna do capilar retorne a sua condi¢do pré-tratamento. Ja a lavagem
com agua e/ou BGE é capaz de manter a condicdo de saturacdo da
superficie com BSA. Os valores de mobilidade antes e depois do
tratamento foi 54,4 x 10° cm*V'st e 16,8 x 10° + 3,91 x 10° cm® V*
s, respectivamente. Ap6s a lavagem do capilar com NaOH, a
mobilidade do EOF foi novamente determinada, e observou-se préxima
a mobilidade apresentada antes do tratamento (53,1 x 10° cm?V™*s™).

Esta mudanca intensa nas mobilidades dos EOF mesmo em
condicBes desfavoraveis eletrostaticamente (pH da analise maior que o
pl da BSA), pode ser explicada devido a um ganho na entropia
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conformacional resultante da adsor¢do de proteinas globulares de baixa
estabilidade interna (Lucy, MacDonald et al. 2008).

Alguns parametros fisico-quimicos da BSA e do sistema
utilizado para modificagéo do capilar estdo expostos na Tabela 3.

Tabela 3 Propriedades fisico-quimicas da BSA e composi¢do da solugdo de
lavagem utilizada no procedimento de modificagdo do capilar

Proteina® BSA

Massa Molar® (g mol™) 67000

Ponto isoelétrico (unidades de pH)? 4,7

Caracteristicas conformacionais Alto grau de estrutura secundaria;
baixa estabilidade térmica

Solugio de lavagem 30 mmol L™* PO,*, 50 mmol L™ Na",

500 pmol L' BSA

? Adaptado da referéncia (Norde e Giacomelli 2000). Legenda: BSA, albumina
do soro bovino.

Apesar da modificagdo interna do capilar ter sido mantida pelos
proximos dias apdés o tratamento, achou-se apropriado para 0s
experimentos de interacdo pré-condicionar o capilar durante 20 minutos
com eletrdlito de corrida contendo 500 umol L™ de BSA (10 minutos de
lavagem, contato dinamico + 10 minutos de contato estatico), seguido
por 5 minutos de &4gua e 10 minutos de eletrélito isento de BSA, no
inicio de cada dia de experimento. Para conservar a condigdo, NaOH
ndo foi utilizado nas lavagens aos longos dos dias. No final dos dias de
experimento a lavagem foi feita apenas com agua, durante 10 minutos.

O procedimento empregado foi considerado interessante para o
propésito das metodologias envolvidas, ndo havendo necessidade de
tratamentos quimicos complexos nem de outros reagentes como
surfactantes e polimeros sintéticos. A solugdo de BSA utilizada para a
lavagem foi a mesma utilizada nos experimentos.
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5. ESTUDO DE INTERACAO E CALCULOS DAS
CONSTANTES DE ~ ASSOCIACAO (Kas) ENTRE
OS PARABENOS BSA

5.1. Condigoes eletroforéticas

Para os experimentos oi utilizado capilar de silica fundida com
32 cm de comprimento, 8,5 cm de tamanho efetivo, 50 um d.i. e 375 um
d.e, com superficie interna modificada conforme descrito no item 4.. A
resposta foi acompanhada em 270 nm, e a temperatura do cartucho foi
mantida a 36,5 °C. Os dados foram tratados com o software HP
Chemstation. Para todas as analises foi utilizado eletrélito base com 30
mmol L de PO, e 50 mmol L™ de Na*, pH 7,3.

Para os experimentos realizados pelo método 1 foi feito um pré-
condicionamento no inicio de cada dia de andlise lavando o capilar
durante 20 minutos com eletrélito de corrida contendo 500 pmol L™ de
BSA (10 minutos de lavagem, contato dindmico + 10 minutos de contato
estatico), seguido por 5 minutos de agua e 10 minutos de eletrélito
isento de BSA, no inicio de cada dia de experimento. Entre as corridas o
capilar foi lavado com eletr6lito de corrida por um minuto.

J& os experimentos realizados pelo método 2, as dimensdes do
capilar, o comprimento de onda de obtencdo dos dados, a composicédo
eletrolitica e a temperatura, foram mantidos, porém foi utilizado capilar
de silica ndo modificado e por isso o tratamento realizado antes de cada
dia de andlise envolveu a lavagem por 10 minutos com NaOH, seguido
por 5 minutos com agua e 10 minutos com BGE.

5.2. Escolha do eletrélito de corrida

As condi¢Bes experimentais foram escolhidas de forma a
mimetizar o sistema bioldgico no qual a interacdo estudada ocorre
naturalmente — meio plasmatico. Para isto o eletrdlito de corrida foi
composto por 30 mmol L™* de fosfato e 50 mmol L* de sédio
fornecendo condi¢des tampao semelhantes ao tampéo sanguineo (pH em
torno de 7,4). Os parametros fisico-quimicos do eletrolito estdo
apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 Parametros fisico-quimicos do eletrélito de corrida®

Eletrolito de corrida 30 mmol L™ de PO,* e 50 mmol L™ de Na*

pH 7,30

Forca idnica (mmol L™) 70,0
Condutividade (S m™) 0,400
Resistividade (Ohm) 2,50
Capacidade Tamponante (mmol L) 15,8

Dados obtidos do software Peakmaster®

As concentragdes dos constituintes e a proporcdo fosfato/sodio
foram escolhidas de maneira a fornecer, além do pH ~ 7,3, uma forca
ibnica elevada para auxiliar na simulagdo de condicGes bioldgicas.
Porém ha desvantagens em se trabalhar com eletrélitos de alta forca
ibnica em eletroforese devido a geragdo de calor no interior do capilar,
fen6meno conhecido por efeito Joule (Tavares 1996). O aumento da
temperatura é um dos fatores que influenciam este fenémeno, além da
forca idnica e outros pardmetros, entdo foi acompanhada a corrente
gerada pela aplicacdo de voltagens que variaram entre 1,0 e 25 kV, em
temperaturas de 25 e 36,5 °C, num capilar de 32 cm de comprimento e
50 um de didmetro interno. Os graficos de corrente (i) versus tensao (V)
para estes sistemas estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5 Gréaficos da voltagem aplicada versus corrente gerada no interior de
um capilar com dimensfes 32 cm x 50 pum d.i, tamanho efetivo 8,5 cm,
preenchido com eletrélito composto por 30 mmol L™ de PO,* e 50 mmol L™ de
Na’, pH = 7,3, e termostatizado a 25 °C e 36,5 °C.
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De fato, a quantidade de ions, principalmente Na®, limitam a
aplicacéo de voltagens elevadas em ambos os sistemas (25 °C e 36,5 °C).
O aumento da temperatura manteve o perfil, porém, como o esperado,
houve acréscimo na geracao de corrente quando uma mesma tenséo foi
aplicada e um desvio da lei de Ohm pode ser observado.

5.3. Aplicacdo do método por ACE (método 1) para
determinacdo das  constantes de associagdo (Kis)
parabeno-BSA

5.3.1. Escolha dos demais parametros eletroforéticos

O primeiro método (que sera abordado como método 1)
aplicado para a determinagdo das constantes de associacdo entre 0s
parabenos e BSA foi baseado nos métodos publicados por ACE, como
descrito no item 1 deste capitulo:

Foram preparados eletrdlitos de corrida (30 mmol L™ de PO,* e
50 mmol L™ de Na*, pH 7,3) contendo concentragdes de BSA que
variaram entre 0 e 300 umol L™ e uma solucéo contendo cerca de 250
umol L™ de cada parabeno (metil, etil, propil e butil) dissolvidos em
eletrélito isentos de proteina.

Como descrito anteriormente, no inicio de cada dia de
experimento o capilar foi lavado por 10 minutos com solucéo eletrolitica
contendo 500 pmol L™ de BSA, seguido por 5 minutos de agua e 10
minutos de eletrdlito ausente de proteina. Durante as corridas, o capilar
foi lavado por um minuto, apenas, com o eletrélito contendo a
concentracdo de proteina desejada (0-300 umol L™), garantindo o
preenchimento total. Preenchido o capilar, a solucdo contendo o0s
parabenos foi injetada hidrodinamicamente por 3s a uma pressdo de 50
mbar na extremidade mais curta do capilar (8,5 cm até o detector). As
condi¢cbes de injecdo foram baseadas nos resultados apresentados por
Jun (Jun, Luzzi et al. 1972), que estudou os efeitos da injecdo (por
aplicacdo de voltagem — eletrocinética; ou pressdo — hidrodinamica),
concluindo que ndo hd uma mudanca significativa, porém os sinais
apresentaram-se mais intensos quando aplicada injecao hidrodinamica.
Esta diferenca foi atribuida a distincdo de migracdo das espécies quando
utiliza-se injecdo eletrocinética e, por este motivo, recomenda-se 0 uso
de injecdo hidrodindmica em experimentos por ACE.
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A escolha da tensdo de 17 kV aplicada para a corrida
eletroforética, foi baseada na influéncia da adicdo de BSA no eletrélito e
no comportamento observado no grafico ohmico apresentado na Figura
5 a 36,5 °C. Os parametros experimentais do método 1 sdo apresentados
na Tabela 5.

Tabela 5 Pardmetros experimentais do método 1 aplicado para estudo das
interacBes parabenos-BSA

Parametros Condigdes
Eletrolito 30 mmol L™ de PO,”, 50 mmol L™
de Na“e [BSA] entre 0-300 umol L’
LpH7.3
Dimensdes do capilar 32cm x50 um d.i
Comprimento até o detector 8,5cm
Voltagem aplicada 17 kv
Amostra MP, EP, PP e BP ~ 250 umol L™ de
cada em solucdo eletrolitica
Injecdo Hidrodinamica; 3s/50mbar;
polaridade positiva
Pré-condicionamento 1 minuto com eletrélito de corrida

Legenda: BSA, albumina do soro bovino; MP, metilparabeno; EP, etilparabeno;
PP, propilparabeno; BP, butilparabeno.

Durante as andlises foi observada a formagdo do complexo
parabeno-BSA devida a mudanga na mobilidade dos parabenos livres
quando em contato com diferentes concentragdes de proteina. A
proteina, apesar da carga elevada, apresenta massa molar de
aproximadamente 67000 g mol™ (Norde e Giacomelli 2000) e sua
mobilidade ¢ bastante reduzida com relacédo a mobilidade dos parabenos.
O que quer dizer que quando o parabeno ¢ “adicionado” a estrutura da
proteina na formacdo do complexo parabeno-BSA, a mobilidade do
complexo formado é muito mais préxima da mobilidade da proteina que
do composto livre. Neste caso, ndo é possivel perceber alteracdes na
mobilidade da proteina e, por isso, foi acompanhado os picos de
resposta referentes aos parabenos.

5.3.2. Resultados e Discussao

Obtidos os tempos de migracdo do fluxo eletrosmético e dos
analitos (parabenos) em cada corrida eletroforética, foram calculadas as
mobilidades efetivas (L) de cada um deles na presenca e auséncia de
BSA no eletrolito utilizando a Equacédo 11 (Tavares 1996).
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S -L)LtuiLdel 11
peft (tA freo \Y (1)

onde ta e teor S80 0S tempos de migracdo do analito e do fluxo
eletrosmatico, respectivamente. Lio, Lgt, 0S comprimentos total e
efetivo do capilar e V a voltagem aplicada. O termo que envolve estes
Gltimos trés parametros é constante e igual a 0,016 cm? V™! neste caso.

Com estes dados e com as concentragdes de proteina que foram
adicionadas em cada eletrolito foi possivel estimar a constante de
associagdo a partir das equagdes descritas na revisdo bibliografica e
sumarizadas na Tabela 6.

Tabela 6 Modelos matematicos utilizados para determinagéo de constantes de
associacao (Ks) de estequiometria 1:1 aplicados em ACE (Armstrong e Jiang
2010; El-Hady, Kuhne et al. 2010)

Equacdes Modelo
3 AR =R-Ri = Ksssl] Néo-linear
ARmax  Rc-Rs 1+ Kass [L]
Linear
4 1= 1 + _1 Duplo-reciproco
AR ﬂRmax Kass [L] ﬂRmax
Linear
5 = 1+ _[U y-reciproco
&R ARI‘HEX KESS ARITIEX
6 AR = - Kass AR + Kass ARmax Lir]ear
I X-reciproco

Legenda: R, Rc e Rs sdo as mobilidades efetivas do composto na presencga de
uma determinada concentracdo de ligante (u.s), do complexo formado (uc) e do
composto na auséncia de ligante (uy), respectivamente.

Na Tabela 6, [L] é a concentracdo de proteina (ligante) e Ky €
a constante de associacdo. R, Rs e Rc correspondem a mobilidade efetiva
do composto na presenca e na auséncia (o subscrito f é do termo free -
livre) de proteina e a mobilidade do complexo formado.

Os dados obtidos nos experimentos nesta etapa do trabalho
foram tratados pelo modelo linear do duplo-reciproco (Equacédo 4) e
pelo modelo ndo-linear da isoterma de ligacdo (Equacdo 3). Os
resultados de ambos serdo apresentados nos proximos topicos.
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5.3.2.1. Tratamento dos dados com o modelo linear do
duplo-reciproco

Com o modelo linear do duplo-reciproco obtém-se a constante
de associacdo a partir dos coeficientes linear e angular da curva regida
pela Equacédo 4 que, para melhor visualizacdo, é novamente exposta no
trabalho.

1= 1 + _1 4)
&R &RI‘HEX Kﬂ35 [I_] ﬂRI‘I‘IﬂX
Sabendo-se que no método por ACE, AR ¢ igual a pesr — My, €
que neste caso especifico [L] é igual a [BSA], foi construido um gréafico
de 1/(pess — ps) versus 1/[BSA] de experimentos realizados em duplicata
(n = 18). N4o serdo expostos aqui todos os graficos obtidos em todas as
réplicas, mas a Figura 6 expbde o perfil apresentado pelos quatro
compostos em uma delas (réplica 1) e a discusséo extendida.
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Figura 6 Grafico obtido a partir do modelo linear do duplo reciproco para o
metil, etil, propil e butilparabeno. Condigdes: aproximadamente 250 umol L™*
de cada analito e concentracdes de BSA que variaram entre 0 e 300 umol L™
Legenda: BSA, albumina do soro bovino; MP, metilparabeno; EP, etilparabeno;
PP, propilparabeno; BP, butilparabeno.

Os coeficientes angulares e lineares correspondentes as retas
apresentadas na Figura 6, seus respectivos coeficientes de determinacéo
(R?) e os valores de K, 530 apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 Coeficientes angulares e lineares correspondentes as curvas 1/(ps —
1r) versus 1/[BSA], seus respectivos coeficientes de determinagdo (R?), valores
de Ky e K, para cada sistema parabeno-BSA

a b R’ K, (a/b) Kass (1/Kq)
(10*mol L™ (L mol™)
-1,5995  -7488,5 0,9941 2,14 4672,9

MP
EP -1,6341  -3711,0 0,9913 4,40 2272,7
PP -06671  -5592,9 0,9913 1,19 8403,4
BP  -0,2379  -61965 0,9951 0,384 26041

Legenda: a e b sdo os coeficientes linear e angular, respectivamente; R’
coeficiente de determinagdo; K e Kqy as constantes de associagao e dissociagao;
MP, metilparabeno, EP, etilparabeno; PP, propilparabeno; BP, butilparabeno.

O perfil apresentado pelos dados da Tabela 7 ndo corresponde
ao perfil apresentado pelas trés réplicas, que logo serdo abordados. No
entanto, foi escolhido como exemplo, pois 0 que se vé sdo bons
coeficientes de determinacéo (R? — que aqui seré abordado como (Gnico
parametro de linearidade) em todas as retas obtidas (com 9 pontos para
todos os sistemas), porém o que ocorre é um perfil irreal na ordem
crescente de Kas. Como ja descrito, e esperado, as Kas aumentam de
acordo com o aumento da cadeia carbénica lateral ligada ao grupo éster
e, neste caso especifico, Ky obtido para o composto MP é praticamente
0 dobro do obtido para o composto EP.

A Tabela 8, seguinte, apresenta o valor médio obtido para as
trés réplicas, com tratamento a partir do modelo linear do duplo
reciproco.

Tabela 8 Valores de constante de associacdo entre os parabenos e BSA
utilizando o modelo linear do duplo reciproco

Réplica Kass (L mol™)
Faixa MP EP PP BP
[BSA]
umol L
1
1 n=18 0-300 4672,9 2272,7 8403,4 26041
2 n=12 0-150 4552,0 1397,6 4905,8 18914
3 n=18 0-300 3879,7 49719 10547 16439
média 4368,2 2880,7 7952,1 20465
CV% 9,8 64,7 35,8 24,4

Legenda: BSA, albumina do soro bovino; MP, metilparabeno; EP, etilparabeno;
PP, propilparabeno; BP, butilparabeno, K., constante de associacao.
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Como observado na Tabela 8 0 maior problema se deu entre os
compostos MP e EP. Apenas a réplica 3 apresentou um perfil crescente
dos valores K, de acordo com o esperado, porém, uma observagdo
relevante foi feita com o tratamento dos dados a partir deste modelo
linear: em alguns casos pontos de maior ou de menor concentragdo de
BSA diminuiram a linearidade das curvas, e nem sempre a linearidade
pbde ser atribuida aos resultados mais satisfatdrios. Isto gera limitagdes
e erros de leitura, principalmente quando ndo se tem conhecimento do
perfil que deve ser apresentado pelo composto que é, na verdade, a
utilidade dos métodos utilizados em estudos de interagdo, como por
exemplo, em desenvolvimentos de um farmacos.

5.3.2.2. Tratamento dos dados com modelo ndo-linear

Com este modelo, as constantes de associagdo foram calculadas
a partir da Equacdo 8, descrina novamente abaixo.

Hett = Ky + {1 — 1) ﬁ (8)
Neste trabalho pc foi determinado como sendo a mobilidade maxima do
substrato em altas concentracdes de proteina (umax). Como descrito
anteriormente um modelo ndo linear permite a obtencdo de Kgss (ou Kg)
tendo desconhecido o valor de pmax €, mais do que isso, ambos podem
ser determinados quando hd x variagbes na concentracdo de proteina
(Armstrong e Jiang 2010). Portanto, os dados de um sistema com X
equacles e 2 incognitas foram tratados o software Excel com o
aplicativo Solver. A Figura 7 apresenta os graficos de (s — L) Versus
[BSA] obtidos com os dados da réplica 1 para os quatro compostos.
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Figura 7 Perfil apresentado pelas mobilidades efetivas obtidas
experimentalmente pelo método ACE (método 1 - réplica 3) dos compostos
metil, etil, propil e butilparabeno em funcéo da concentragdo de BSA. Legenda:
BSA, albumina do soro bovino; MP, metilparabeno; EP, etilparabeno; PP,
propilparabeno; BP, butilparabeno; ACE, eletroforese capilar de afinidade.

Sabendo que a mobilidade dos compostos é praticamente a
mesma na auséncia de proteina, 0 que se vé é uma diferenca mais
pronunciada da mobilidade do composto BP quando presente uma dada
concentracdo de BSA, se comparada com a dos demais compostos. O
resultado esta de acordo com o esperado, jA que uma associacdo mais
intensa implica numa mudanca mais intensa da propriedade fisico-
quimica observada (no caso, mobilidade) que torna-se cada vez mais
proxima da mobilidade da proteina, nestes casos. Os valores de Kggs
obtidos sdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 Valores de constante de associagdo entre os parabenos e BSA
utilizando 0 modelo ndo-linear da isoterma de ligagdo

Réplica K (L mol™)
Faixa MP EP PP BP
[BSA]
umol L™
1 n=18 0-300 3737,0 4379,5 10578 36218
2 n=12 0-150 3156,6 3045,7 6477,5 23823
3 n=18 0-300 3238,7 3789,1 10078 28086
média 3377,4 3738,1 9044,5 29376
CV% 9,3 17,9 24,7 21,4

Legenda: BSA, albumina do soro bovino; MP, metilparabeno; EP, etilparabeno;
PP, propilparabeno; BP, butilparabeno, K, constante de associag&o.

Na Tabela 9, réplica 2, novamente se vé valores incomuns das
Kass dos compostos MP e EP, porém, numa propor¢do muito mais baixa
do que a ocorrente quando os mesmo dados foram tratados pelo modelo
linear descrito anteriormente. Se forem observados os valores obtidos na
réplica 2 com os obtidos nas réplicas 1 e 3 da Tabela 9, 0 que se vé é
uma diminuicdo notdria na maioria deles e como as constantes de
associagdo para MP e EP obtidas no método sdo consideravelmente
préximas, a margem de erro teve maior influéncia nesta réplica. Esta
diminuigdo nas constantes de associacdo foi atribuida a faixa de [BSA]
trabalhada também ter sido menor (0-150 umol L™).

Obtidos os valores de K foi possivel calcular r, que é a razdo
entre a concentragdo de susbtrato (MP, EP, PP ou BP) ligado e a
concentracdo de substrato total e é obtido a partir da Equacdo 2. A
Figura 8 apresenta os graficos de r versus [substrato]i.t/[BSA] para os
quatro compostos a partir dos dados da réplica 1.
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Figura 8 Graficos da razéo [substrato]jigaqo /[SUbStrato] . Versus a razéo [BSA)/
[substrato]w, onde [substrato]ew € igual a 250 pmol L™ Legenda: BSA,
albumina do soro bovino; MP, metilparabeno; EP, etilparabeno; PP,
propilparabeno; BP, butilparabeno.

Como o sistema parabeno-BSA foi tratado de maneira
simplificada como sendo de estequiometria 1:1, os valores de r
mensurados ndo sdo valores absolutos, mas relativos, no entanto, sdo
Uteis em estudos comparativos (Busch, Carels et al. 1997).

Com os graficos expostos na Figura 8 é possivel uma melhor
visualizacdo do aumento da afinidade parabeno-BSA com o aumento da
cadeia carbonica ligada ao grupo éster. Observa-se que com as maiores
razdes [BSA]/[susbtrato]it, trabalhadas, cerca de 90% do total de
butilparabeno apresenta-se na forma ligada, segui do por 70%, 50% e
ligeiramente abaixo de 50%, para os compostos PP, EP e MP,
respectivamente.

Neste modelo de tratamento dos dados, utilizando a ferramenta
Solver do Excel, os valores das mobilidades obtidas experimentalmente
sdo ajustadas pelo método dos minimos quadrados (MMQ). Foram entédo
construidas curvas da mobilidade obtida experimentalmente versus a
mobilidade ajustada pelo MMQ, que sera descrita ‘“mobilidade
calculada” ou picaic, € 0S valores de R?sd0 apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 Coeficientes de determinagéo (R%) para as curvas pe VErsus pe para
metil, etil, propil e butilparabeno

Coeficientes de determinacéo (R%)

Réplicas MP EP PP BP
1 n=18 0,9931 0,9937 0,9936" 0,9903°
0,9814 0,9410
2 n=10 0,9983 0,9892 0,9950" 0,9828
3 n=18 0,9984 0,9942 0,9952 0,9902

# dados obtidos desconsiderando os valores de mobilidade ap6s a saturagdo (n =
16 para PP e n = 12 para BP); ® n = 12; Legenda: MP, metilparabeno; EP,
etilparabeno; PP, propilparabeno; BP, butilparabeno.

Os valores de F foram calculados para os trés sistemas
apresentados na Tabela 10. Para a réplica 1, F apresentou-se superior a
1000, exceto para 0 composto BP (407,0); na réplica 2, F apresentou-se
superior a 1200 para todos os compostos €, na réplica 3, o valor de F
para MP foi de aproximadamente 1790, seguido por 276, 790 e 230,
para os compostos EP, PP e BP, respectivamente. Estes valores séo
coerentes com os coeficientes de determinagdo obtidos. Os elevados
valores de F indicam que a regressdo € significativa para todos 0s casos.

Os valores de R? apresentados na Tabela 10 para os compostos
PP e BP na réplica 1 quando n = 18, ocorrem, pois, a saturagdo de BSA
pode implicar em desvios no comportamento dos compostos. O ajuste
pelo método dos minimos quadrados (MMQ) corrige este fendmeno.
Uma melhor visualizagdo ¢ feita a partir dos graficos da Figura 9 para os
compostos propil e butilparabeno na réplica 1.
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Figura 9 Graficos de mobilidade (experimental e calculada) versus [BSA] para

os compostos A) butilparabeno e B) propilparabeno na réplica 1. Legenda:
BSA, albumina do soro bovino.

Com base nos parametros de linearidade (R? e F), considerando
os desvios nas mobilidades ocorrentes ap6s a saturagdo, o modelo
matematico aplicado demonstrou-se adequado para o sistema estudado.

A Figura 10 apresenta os eletroferogramas obtidos para os
compostos MP, EP, PP e BP com adicao de diferentes concentracdes de
[BSA], considerando que na auséncia de BSA, todos os compostos
apresentam mobilidade iguais entre si e proximas a zero, por estarem
quase completamente nas suas formas neutras em pH 7,3.
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Figura 10 Eletroferogramas obtidos para os compostos metil, etil, propil e
butilparabenos em concentragdes de BSA 10-75 pumol L™. Condicdes: capilar de
32 c¢cm (8,5 cm de tamanho efetivo) x 50 um d.i. com revestimento dindmico de
BSA,; eletrélito composto por 30 mmol L™ de PO,* + 50 mmol L™ de Na* +
concentragdes variadas de BSA, pH 7,3; 17 kV; 36,5 °C; injecdo hidrodinamica
3s/50mbar, polaridade positiva. Legenda: Legenda: BSA, albumina do soro
bovino; MP, metilparabeno; EP, etilparabeno; PP, propilparabeno; BP,
butilparabeno; EOF, fluxo eletrosmético.

Apesar do método por ACE para estudos de interacdo ter sido
reportado ha pelo menos duas décadas, normalmente ¢ aplicado para um
Unico sistema ligante-receptor. Por isso, foi avaliada a influéncia dos
diversos equilibrios simultaneos presentes no sistema estudado. Para
isso foram feitas injecdes dos quatro parabenos simultaneamente, que €
a proposta do método, e em paralelo a injecdo individual de cada um
deles.

A Figura 11 apresenta os eletroferogramas sobrepostos da
injecdo em grupo e individual do etilparabeno com eletrélito de corrida
composto por 100 umol L™ de BSA. O que se observa é uma correlagdo
muito boa entre os tempos de migracdo do analito em ambos o0s
sistemas, 0 que indica que os equilibrios envolvidos ndo sdo afetados
entre si.
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Figura 11 Eletroferogramas obtidos, em azul, para todos os parabenos
estudados e, em vermelho, para 0 composto etilparabeno em condicdes
experimentais idénticas. Condigdes: capilar de 32 cm (8,5 cm de tamanho
efetivo) x 50 um d.i. com revestimento dindmico de BSA,; eletrdlito composto
por 30 mmol L™ de PO,* + 50 mmol L™ de Na*+ 100 umolL™ de BSA, pH 7,3;
17 kV; 36,5 °C; injecdo hidrodindmica 3s/50mbar, polaridade positiva.
Legenda: BSA, albumina do soro bovino; MP, metilparabeno; EP, etilparabeno;
PP, propilparabeno; BP, butilparabeno; EOF, fluxo eletrosmético; n.i, ndo
identificado.

Outras técnicas online utilizadas para determinagcdo de
constantes de associacdo e estudos de interacdo, como a de dicroismo
circular e espectroscopia UV-vis, ndo permitem um estudo simultaneo
dos analitos, apresentando-se como uma vantagem do método aplicado e
desenvolvido neste trabalho até o presente momento. Por outro lado,
este método sem alteragdes ndo permite o estudo de interacdes
medicamentosas, por exemplo, ja que foi observada uma nao influéncia
dos equilibrios envolvidos. Para isto seria necessdria a adicdo do
interferente na solucdo onde esta presente o receptor (BSA), acarretando
limitagbes quanto a absorcdo na regido do UV e/ou mobilidade e/ou
carga dos componentes da analise.



105

54. Aplicacdo do método por PF-ACE (método 2) para
determinacdo das constantes de associacdo (Kass)
parabeno-BSA

As condicBes experimentais descritas nos itens 3.0 & 4.3 deste
capitulo, sdo as mesmas utilizadas na aplicacdo do método 2, por PF-
ACE, e que sera apresentado neste tdpico.

54.1. Escolha dos demais parametros eletroforéticos

Neste procedimento, o eletrlito de corrida foi 0nico e
composto por 30 mmol L™ de PO,* e 50 mmol L™ de Na*, pH 7,3.
Neste método ndo ha adicdo de proteina no eletrdlito, diferente do que
ocorre no método classico por ACE apresentado anteriormente.

Novamente a concentragdo de BSA foi variada entre 0-350
umol L™ e as solugdes de parabenos foram preparadas mantendo a
mesma concentracdo de 250 pmol L™ trabalhada no método anterior,
porém agora foram preparados individualmente.

Para melhor entendimento, a Figura 12 apresenta um esquema
ilustrativo do método 2.

INJECAO

+ [ I 1 -
/I\

Figura 12 Esquema ilustrativo do método 2, PF-ACE. Em azul estd
representado o volume injetado de BSA no capilar, seguido pelo volume
injetado de parabeno, em vermelho. Os sinais + e — sdo as polaridades dos
eletrodos nas extermidades do capilar. Legenda: PF-ACE, eletroforese capilar
de afinidade com preenchimento parcial do capilar; BSA, albumina do soro
bovino.

Como mostrado na Figura 12, primeiramente foi injetado um
volume de BSA e em seguida um volume menor de parabeno. Essa
sequencia foi escolhida, pois nestas condi¢cGes de pH (7,3) a BSA
apresenta-se anidnica e 0s parabenos praticamente neutros, como ja
descrito. Desta forma, e nessas condicdes de polaridade, quando é
aplicado o potencial para a corrida eletroforética, a BSA migra em
direcdo a extremidade de injecdo, enquanto o parabeno migra com o
fluxo eletrosmético em direcdo ao eletrodo de carga positiva, fazendo
com que ambos entrem em contato e possam interagir.



106

Ambos os componentes, BSA e parabenos, foram injetados por
pressdao de 50 mbar, pela extremidade do capilar mais proxima ao
detector. O tempo de injecdo do parabeno foi de 3s (exatamente como
no método 1) e da proteina, 10s.

A tensdo para a separacdo foi de 20 kV escolhida com base no
grafico de Ohm apresentado na Figura 5. O valor escolhido €
ligeiramente maior que a tensdo aplicada no método 2, pois ndo houve
adicdo de BSA no eletrolito e a corrida eletroforética é reduzida.  Os
parametros experimentais do método 2 s&o apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 Pardmetros experimentais do método 2 (PF-ACE) aplicado para
estudo das interagfes parabenos-BSA

Parametros Condigdes
Eletrolito 30 mmol L™ de PO,” e 50 mmol L*
de Na*,pH 7,3
Dimens6es do capilar 32cm x50 um d.i
Comprimento até o detector 8,5cm
Voltagem aplicada 20 kv
Amostra MP, EP, PP e BP ~ 250 pmol L™ em

solugdo eletrolitica, preparados
individualmente
Injecdo Hidrodinamica; 10s/50 mbar de BSA
seguido por 3s/50mbar de parabeno;
polaridade positiva
Pré-condicionamento 1 minuto com eletrélito de corrida

Legenda: BSA, albumina do soro bovino; MP, metilparabeno; EP, etilparabeno;
PP, propilparabeno; BP, butilparabeno; EOF, fluxo eletrosmético.

O tempo de injecdo de BSA foi escolhido de forma que, na
faixa de concentracdo escolhida, fosse possivel observar a formagédo do
complexo parabeno-BSA através de mudangas significativas na
mobilidade dos quatro analitos. Injecdes de 5 s e 15 s também foram
testadas, porém 5 s ndo apresentou mudanca significativa nas
mobilidades dos analitos em concentragdes baixas, principalmente para
MP e EP, e 15 s apresentou comportamento semelhante a inje¢do por 10
S.

5.4.2. Resultados e Discussao
Como definido ap6s o tratamento dos dados obtidos nos

experimentos pelo método 1, e a partir de conclusbes obtidas em
trabalhos anteriores (Busch, Carels et al. 1997; Armstrong e Jiang 2010;
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El-Hady, Kuhne et al. 2010), dentre os dois modelos matematicos
aplicados, o modelo ndo-linear apresentou maior confiabilidade dos
resultados. Por isso, serdo apresentados os valores das constantes de
associagdo obtidos por este método (PF-ACE) apenas atraves do mesmo
modelo ndo-linear. Os resultados estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 Valores de constantes de associagdo entre os parabenos e BSA
utilizando 0 método 2 (PF-ACE) e 0 modelo ndo-linear da isoterma de ligagdo

Réplica K (L mol™)
Faixa MP EP PP BP
[BSA]
umol L™
1 n=26 0-350 3275,4 4117,6 5894,9 11081°
2 n=20 0-400 2262,0 2467,5 5173,6 10153
média 2768,7 3292,6 5534,3 10617
CV% 25,881 35,437 9,2160 6,1806

% n = 24; Legenda: BSA, albumina do soro bovino; MP, metilparabeno; EP,
etilparabeno; PP, propilparabeno; BP, butilparabeno; K, constante de
associagao.

A partir dos dados tabelados, novamente o que se observa é 0
aumento da constante de associagdo parabeno-BSA crescendo com o
aumento da hidrofobicidade do composto. O comportamento da
mudanca observadas nas mobilidades em funcdo da concentracdo de
BSA ¢é observado na Figura 13.
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Figura 13 Perfil apresentado pelas mobilidades efetivas obtidas
experimentalmente pelo método PF-ACE (método 2 - réplica 1) dos compostos
metil, etil, propil e butilparabeno em fungédo da concentragdo de BSA. Legenda:
BSA, albumina do soro bovino; MP, metilparabeno; EP, etilparabeno; PP,
propilparabeno; BP, butilparabeno; PF-ACE, eletroforese capilar de afinidade
com preenchimento parcial do capilar.

O que se observa na Figura 13, é uma mudanca mais
pronunciada do composto butilparabeno quando presente uma dada
concentracdo de proteina. Esta mobilidade fica mais negativa a medida
que 0s compostos interagem com a BSA, dado que a proteina encontra-
se em pH > pl (7,3 > 4,7) e, portanto, com carga total negativa.

Os resultados dos métodos 1 e 2, ambos com tratamento dos
dados realizados pelo modelo ndo-linear, apresentaram aumento na
constante de associagdo com o aumento da cadeia carbonica ligada ao
grupo éster de cada parabeno. No entanto, de maneira geral, os
resultados obtidos pelo método 2 (PF-ACE) sdo ligeiramente menores
para os compostos MP e EP esignificativamente menores para os
compostos PP e BP. Isto foi atribuido ao fato que MP e EP encontram-se
num sistema distante da saturagdo, diferente do que ocorre com PP e,
principalmente, com BP, e a saturacdo é, portanto um parametro
importante para a determinacdo das constantes de associa¢ao.

Para uma melhor visualizacdo comparativa entre os métodos, a
Tabela 13 apresenta a razdo encontrada entre as constantes de
associacdo BP-PP; PP-EP e EP-MP, nos métodos 1 e 2.
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Tabela 13 Raz0es obtidas entre as constantes de associa¢éo parabeno-BSA, nos
métodos 1 (ACE) e 2 (PF-ACE)

ACE (método 1) PF-ACE (método 2)
Kass BP/ Kyss PP 3,25 1,92
Kass PP/ Kyss EP 2,42 1,68
Kass EP/ Koss MP 1,11 1,19

Legenda: MP, metilparabeno; EP, etilparabeno; PP, propilparabeno; BP,
butilparabeno; K., constante de associagdo; ACE, eletroforese capilar de
afinidade; PF-ACE, eletroforese capilar de afinidade com preenchimento parcial
do capilar.

De fato, no método 1 obteve-se um aumento pronunciado entre
as constantes de associacdo do propilparabeno para o butilparabeno,
corroborando com o que é reportado na literatura. J& no método 2 esta
diferenca ndo foi pronunciada. A diminuicéo dos valores obtidos para as
constantes de associacdo no método foi atribuida a dois fatores: 1) a
faixa de concentracdo de proteina estudada foi mantida praticamente a
mesma em ambos 0s métodos, porém a quantidade de proteina é muito
maior no método 1, em que ela se encontra no eletrélito do que no
método 2, em que é injetado um volume bastante menor €; 2) o tempo
de contato entre parabeno e proteina é maior no primeiro caso e esta
diferenca ndo foi considerada no tratamento dos dados, o que pode estar
de acordo com as conclusdes de Nilsson e colaboradores e justificar o
modelo proposto por eles (Equacdo 10) em 2004, no entanto até o
momento pouco aplicado nos trabalhos publicados.

A Figura 14 apresenta os graficos da razdo
[susbtrato]jigado/ [SUbStrato]ira Versus a razdo [BSA]/[susbtrato]i para
ambos 0s métodos.
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Figura 14 Gréficos da razdo entre a concentracdo de complexo formado pela
concentragdo total de substrato (250 pmol L7), em fungdo da razido
[BSA]/[substrato] para os compostos metil, etil, propil e butilparabeno, nos
métodos 1 (ACE) e 2 (PF). Legenda: BSA, albumina do soro bovino;
[substrato]y., concentragdo molar total de substrato; MP, metilparabeno; EP,
etilparabeno; PP, propilparabeno; BP, butilparabeno; ACE, eletroforese capilar
de afinidade; PF-ACE, eletroforese capilar de afinidade com preenchimento
parcial do capilar.

O que se vé na Figura 14 ¢é que a razdo
[susbtrato]jigago/ [SUbstrato]ira @presenta comportamento muito proximo
para os compostos MP e EP em ambos os métodos. Para PP, no final do
experimento, a razdo de 70% obtida no método 1 caiu para
aproximadamente 60% e, para BP, a diferenca foi de 90% no método 1
para aproximadamente 80% no método 2.

As constantes de ligacdo de reportadas por (Jun 1771) sdo
relativamente independentes da cadeia lateral dos compostos, ao
contrario do presente trabalho que é semelhante ao perfil apresentado
por (Otagiri e Perrin 1977) e afirmados em trabalhos recentes de revisdo
(Soni, Carabin et al. 2005), em que é possivel observar uma relagédo
direta entre a hidrofobicidade dos compostos (logP) e as constantes de
associacdo, ocorrendo um aumento pronunciado nas constantes de
ligacdo do propilparabeno para butilparabeno, principalmente pela
aplicacdo do método 1. O gréafico de K, em funcdo de logP obtidos por
(Otagiri e Perrin 1977) e por este trabalho é exposto na Figura 15.
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Figura 15 Gréficos das constantes de associagdo em funcdo do log P dos
compostos metil, etil, propil e butilparabeno obtidas A) por Otagiri e
colaboradores (Otagiri e Perrin 1977) e B) pelo método 1 (ACE) neste trabalho
pelo tratamento dos dados através modelo ndo-linear. Legenda: K, constante
de associagdo; logP, coeficiente de particdo ectanol/agua (parametro de
hidrofobicidade); ACE, eletroforese capilar de afinidade.

O que é possivel observar na Figura 15 € um comportamento
qualitativo préximo entre ambas as metodologias, porém com os valores
de Ky obtidos neste trabalho bastante diminutos com relagdo ao
reportado por Otagiri e Perrin com HSA, utilizando a técnica de
dicroismo circular que, segundo os autores, sao similares aos obtidos por
Jun e colaboradores com BSA. Os resultados obtidos por Patel e
colaboradores com BSA também se encontram significativamente
abaixo dos reportados por Otagiri e Perrin, e Jun e colaboradores, e é
atribuido a baixa razdo droga-proteina (Otagiri e Perrin 1977).



112



113

6. ESTUDO DE INTERACAO ENTRE O
PROPILPARABENO E O ACIDO
DESOXIRRIBONUCLEICO (DNA)

6.1. Demais parametros eletroforéticos

Os experimentos foram realizados em um capilar de silica
fundida com 48,5 cm de comprimento, 8,5 cm de tamanho efetivo, 50
pm d.i. e 375 um d.e. A resposta foi acompanhada em 200 nm e a
temperatura do cartucho mantida a 25 °C.

Para a ultrafiltragdo foi utilizada membrana de celulose
regenerada Microcon centrifugal filter devices de 10.000 NMWL
(Millipore Corporation, USA) e uma centrifuga Eppendorf Mini Spin
plus.

Para todas as analises foi utilizado eletrélito com 15 mmol L™
de PO, 25 mmol L™ de Na*, pH 7,3 e tensdo aplicada de 30 kV.

6.2. Descricdo das metodologias e resultados

Para a andlise de interacdo entre o propilparabeno (PP) e o
DNA, na sua forma selvagem, foi aplicado o método por eletroforese
capilar de afinidade com preenchimento parcial do capilar (PF-ACE):
primeiramente foi feita a inje¢do de um volume maior de DNA
concentrado (150 ng pL™) seguido pela injecdo de uma solucéo
contendo ~ 250 pmol L™ de PP por 3 s a 50 mbar. A polaridade na
injecdo foi mantida positiva ocorrendo a transposi¢do dos plugues do
ligante e do receptor quando aplicado o potencial, jA que DNA
apresenta-se aniénico devida ionizacdo dos grupos fosfato.

Foram feitas injecOes em triplicata de 5 s e 10 s de aplicacdo de
DNA, e o que se observou foi que em ambos os sistemas estudados 0s
compostos ndo apresentaram interacdo (os valores de mobilidade se
mantiveram as mesmas na presenca auséncia de DNA).

Para avaliar a veracidade do resultado, foi aplicado um outro
método, que consiste na encubacdo offline de ambos os compostos,
seguida pela ultrafiltracdo e injecdo do sobrenadante no capilar. Neste
método acompanha-se a area do pico do PP livre.

As condicdes experimentais foram mantidas as mesmas, porém
foi feita uma Unica injecdo de 50 mbar por 3 s de uma solucéo contendo
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inicialmente 250 pmol L™ de propilparabeno. Em seguida foram
preparadas solugbes contendo a mesma concentragdo de PP junto a 15
ng uL™* de DNA e incubadas por 5, 10 e 15 minutos, seguida por
filtracdo e 5 minutos de centrifugacdo com membrana de celulose 10000
NMWL a 14000 rpm.

A Figura 16 B apresenta eletroferogramas obtidos para o PP
antes e apos a incubaces com DNA e, na Figura 16 A, eletroferogramas
obtidos para trés injegdes consecutivas da mesma amostra de PP quando
incubado com BSA (150 pmol L) por 15 minutos, a titulo de
comparacao.

00 01 02 03 04 05 06 07
Tempo (min)

Figura 16 Eletroferogramas obtidos para a interacdo A) PP-BSA antes (em
azul) e ap6s incubagdo por 15 minutos com BSA (vermelho) e; B) PP-DNA,
apo6s a incubacdo por 5 (em rosa), 10 (em azul), e 15 minutos (em vermelho).
Em verde ¢ o eletroferograma do PP antes de ser incubado com o DNA. Ap6s
todas as incubag6es, as solugdes foram filtradas e centrifugadas com membrana
de celulose 10000 NMWL. Legenda: PP, propilparabeno; BSA, albumina do
soro bovino; DNA, é&cido desoxirribonucleico, NMWL, limite de peso
molecular.
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O que se vé na Figura 16, novamente, é que ndo ha interacdo
entre o propilparabeno e o DNA. Esta observacdo é clara quando a
Figura 16 A é comparada & Figura 16 B, em que a diminui¢do na area do
composto livre é intensa ap6s a incubagdo com BSA, cuja interacdo é
forte.
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7. CONCLUSOES

Os estudos de interacdo realizados neste trabalho entre os
parabenos e a albumina foram possiveis pelos seguintes fatos: trabalhou-
se com sistema aquoso e o pH foi mantido préximo ao pH sanguineo
(7,3). Nestas condic¢des, os analitos encontram-se praticamente neutros e
a BSA (pl = 4,7) (Norde e Giacomelli 2000) na sua forma anibnica,
além de evitar repulsdo eletrostatica parabeno-albumina, é possivel
acompanhar a formacdo do complexo parabeno-BSA através de
mudancas nas mobilidades efetivas do parabenos quando presente a
proteina.

Outro fator considerado no desenvolver deste trabalho foi a
interacdo que ocorre entre a BSA e o0s grupos silandis (SiOH/SIO-)
presentes na parede do capilar. Muitos estudos buscam minimizar este
fendbmeno e, dentre eles, a opgdo mais estudada tem sido o revestimento
interno do capilar que pode ser classificado como polimérico
covalentemente ligado, polimérico fisicamente adsorvido, ou aditivos de
moléculas pequenas (Lucy, MacDonald et al. 2008). Uma forca i6nica
elevada do eletrélito de corrida também minimiza efeitos de adsorcéo,
entretanto, apresenta-se limitadora na técnica de eletroforese capilar.
Neste trabalho trabalhou-se com uma forca idnica elevada buscando
condi¢Bes mais proximas as do sistema vivo e, além disto, foi realizado
um pré-tratamento com a prépria albumina, de forma a saturar os sitios
de interacdo da superficie do capilar e minimizar efeitos de adsorgédo
durante as corridas eletroforéticas de analise.

A metodologia utilizada para modificacdo do capilar com a
prépria BSA é simples, e rapidamente atinge a saturagdo na superficie
do capilar. Com os devidos cuidados, manteve-se estavel durante todos
0s experimentos, proporcionando dados eletroforéticos mais precisos e
exatos nas condicdes estudadas. Além disto, destaca-se por ndo foram
necessarios reagentes além daqueles utilizados nos estudos de interacdo

O método por eletroforese capilar de afinidade (ACE) (método
1) aplicado no estudo das interagfes entre os parabenos e a albumina,
apresentou-se simples e rapido, considerando o estudo simultdneo dos
quatro compostos. Esta é, talvez, a principal vantagem do método: em
uma Unica corrida eletroforética é possivel fazer comparaces entre as
intensidades de interacdo de um grupo de compostos. Por outro lado, o
tempo de corrida e a quantidade de reagentes e vials & muito maior se
comparado com o método 2, PF-ACE. O procedimento experimental do
método 2 é simples com relacdo ao método por ACE e o eletrdlito de
corrida é exatamente 0 mesmo para todas as corridas.
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Um pardmetro importante nestes estudos é a faixa de
concentracdo de receptor (ou do ligante, em determinados casos) e/ou o
tempo de contato entre ligante e receptor durante as analises. Neste
trabalho, a faixa de concentracdo estudada mostrou-se adequada para
que conclusBes qualitativas confiaveis fossem obtidas, no entanto, para
os célculos das constantes de associacdo dos quatro compostos, foi
baixa, resultando em valores abaixo dos apresentados na literatura
(Otagiri e Perrin 1977).

Outra ferramenta fundamental para que os resultados sejam
precisos e exatos, € 0 modelo matematico utilizado no tratamento dos
dados. O modelo deve corresponder as condi¢des disponiveis pelo
método. Dos dois modelos estudados, linear do duplo-reciproco e nao-
linear da isoterma de ligacdo 1:1, o modelo linear apresentou resultados
insatisfatorios, podendo gerar conclusdes inequivocas.

O modelo ndo-linear foi aplicado ndo apenas para 0 método 1
para o estudo com BSA, mas para o método PF-ACE, que apresentou
resultados ainda menores de K, Esta diminuicdo ainda mais
pronunciada foi atribuida ndo apenas a baixa faixa de concentracéo de
BSA estudada, mas ao fato do modelo matematico ndo-linear aplicado
ndo ser adequado para este sistema uma vez que, segundo Nilsson, deve
ser considerado o tempo em que substrato e proteina permanecem em
contato (Nilsson, Harang et al. 2004). Os resultados dos estudos com o
DNA, por outro lado, sdo inconclusivos com relagdo ao possivel
mecanismo de agdo dos parabenos na formagdo de cancer. A interagdo
entre o propilparabeno e o0 DNA ndo foi observada nos métodos
empregados, sugerindo uma baixa ou inexistente interagdo nas
condi¢bes estudadas. Informacdes mais precisas podem ser obtidas
estudando a interacdo deste composto com enzimas da classe DNA-
polimerase e observar influéncia na sintese do DNA.

O grupo estudado neste trabalho foi dos p-hidroxibenzoatos de
alquila, ou parabenos (metil, etil, propil e butilparabeno), cuja estrutura
quimica difere-se uma da outra apenas pela cadeia carbonica ligada ao
grupo éster. Apesar de ja ser conhecida a relacdo direta que ocorre entre
a hidrofobicidade destes compostos e a interagdo com a albumina, ha
uma série de compostos sendo desenvolvidos e estudados diariamente
com finalidade biol6gica e o estudo de interacdo destes com
biomoléculas faz parte do seu processo de desenvolvimento. Estes
estudos ocorrem ndo apenas com proteinas séricas, mas com outras
proteinas-alvo, que irdo depender da finalidade, ou o DNA, como
também foi demonstrado neste trabalho. Saber diferenciar compostos
que, dentre uma série, apresentam maior atividade bioldgica, é bastante
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atil em estudos bioquimicos e farmacoldgicos. Outras informacdes
como tempo de meia vida (ty,), biodisponibilidade e toxicidade destes
compostos também podem ser obtidas a partir de estudos in vitro com
biomoléculas. Além de intensidade de interagdo, quando se trabalha com
compostos que apresentam semelhangas e diferencas estruturais, €
possivel conhecimento acerca da natureza destas interacdes.

Além do baixo custo apresentado pela instrumentagdo de
eletroforese capilar quando comparado com outras técnicas de separacao
e/ou utilizadas em estudos de interagdo, outras caracteristicas baixaram
ainda mais o custo dos experimentos realizados. De maneira geral, neste
trabalho foram utilizados poucos reagentes e a maioria de facil acesso.
Como solventes, apenas agua deionizada, um volume pequeno de
metanol (inferior a 100 mL) e ainda menor de acetona, na ordem de
nanolitros. O eletrélito de corrida é de facil preparo e manuseio, exceto
quando presente BSA.

Com relagdo ao impacto da utilizagdo destes compostos na
salide e no meio ambiente, os dados da literatura demonstram-se nao
exatamente controversos, mas complementares e, principalmente,
incompletos. Controversas sdo as conclusdes acerca da seguranga do uso
de parabenos com os dados que se tém. Em cerca de % de século
estudiosos e 6rgdos que avaliaram a qualidade dos parabenos afirmaram
que a utilizagdo destes como conservantes ndo s6 em medicamentos e
cosméticos, mas também em alimentos, era completamente segura
(exceto em pele danificada). Apenas na Ultima década com resultados de
novos estudos é que coloca isto foi a prova. Sdo poucos dados, e estes,
de poucos laboratérios e pesquisadores, no entanto, se ndo ha
comprovagles de que € indevido o uso de parabenos, é evidente a
necessidade de estudos aprofundados e amplos para que exista um
coNsenso ou, mais clareza.

A potencial atividade estrogénica dos parabenos e a deteccdo
destes em tecidos da mama, embora a partir de uma amostra muito
pequena, € notavel. No entanto, ao invés de investigar essas questdes
como eventos independentes, é importante uma investigacdo mais
abrangente. Além disto, estudos de varias geracdes seriam 0 mais
adequado, ja que a exposicdo aos parabenos se da ja nos primeiros
meses de vida e permanece até o fim durante todos os dias, para a
maioria da populagdo mundial.

Em anos anteriores, PCBs e drogas como a cocaina, dentre
inimeras substancias, tinham o consumo liberado, até que uma série de
dados cientificos afirmou maleficios causados a salde e ao meio
ambiente, o que resultou em proibi¢do. Por outro lado, a seguranca do
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uso de lanolina e do 6leo mineral também foi colocada em ddvida em
tempos anteriores, porém intensificados os estudos acerca da agdo
bioldgica destas duas substancias, convenceu-se de que sdo seguros e
podem ser consumidos. O fato é que uma substancia deveria ou ndo ser
comercializada ndo apenas pela sua influéncia no tempo de prateleira ou
no interesse do consumidor (que é o caso dos corantes), mas
principalmente pelo impacto que trazem na vida do ser humano como
ser individual e membro da sociedade, bem como dos animais e do meio
ambiente, a curto e longo prazo. Por isto, apesar dos parabenos serem
estudados ha cerca de 80 anos, a falta de dados e certezas fazem com
que estudos com estes compostos permanegcam atuais e, igualmente ou
mais importantes, ja que estdo diariamente em exposicao.
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CONCLUSAO FINAL

Os resultados dos estudos apresentados nesta dissertacdo
(capitulos 1 e 2) demonstraram ainda a versatilidade da técnica de
eletroforese capilar, sendo util tanto para desenvolvimento de métodos
analiticos para determinacdo e quantificacdo de componentes em
diversas matrizes, quanto para estudos de interacdo, inclusive com
moléculas complexas como proteinas e acidos nucléicos. A aplicagdo
ainda pode estender-se para o estudo cinético de reagdes quimicas, bem
como para estudos de interagdo medicamentosa e desenvolvimento de
farmacos.
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