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Eu ndo sou boa com palavras... Mas, mae, pai,
se isso aqui € importante devo incluir vocés
aqui também.
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RESUMO

E fato que doencas trazem uma queda na qualidade de vida das pessoas e podem tornar-se um
problema de saude publica. Nesse contexto, a obesidade vem se fazendo cada vez mais presente
no mundo, sendo que os individuos acometidos estdo suscetiveis ao desenvolvimento de outras
complicacdes. Em busca de alternativas para o tratamento da obesidade, ha diversos estudos
que demonstram a taurina (Tau) ser de grande potencial para esse fim. Dessa forma, esse projeto
tenta demonstrar bibliograficamente os possiveis efeitos deste aminoacido sob o distdrbio da
obesidade, além de trazer a otimizacdo de um método para sua deteccdo por Eletroforese
Capilar (EC). A separacdo entre a taurina e o padrdo interno (cafeina) foi feita em um sistema
de EC utilizando a técnica de eletrocromatografia capilar micelar (MECK) com deteccdo DAD
indireta. As andlises ocorreram sob 25 kV a temperatura de 25 °C em um capilar de silica
fundida de 50 um de diametro interno e comprimento efetivo de 41,5 cm. Apos a otimizagao,
conclui-se que o melhor eletrolito é o de pH 11.9, SDS a 50 mmol/L e DNB a 8 mmol/L. Tau
e cafeina foram injetadas a 50 mbar por 3 segundos a 5 mmol/L e 10 mmol/L respectivamente,
sendo o comprimento de onda de 230 nm monitorado para a detec¢do da Tau e 274 nm para
cafeina. O trabalho foi desenvolvido no laboratério LABI Tiselius (Instituto de Quimica —
Unicamp) que é coordenado pela Profa. Dra. Ana Valéria Colnaghi Simionato Cant.

Palavras-chave: eletroforese capilar, otimizacdo, taurina, obesidade



ABSTRACT

It is well know that diseases affects people's life quality and can become a public health
problem. In this context, obesity is becoming each more present in the world, and affected
individuals are susceptible to the development of other diseases. In search of alternatives for
the treatment of obesity, there are several studies that demonstrate taurine (Tau) has a great
potential for this purpose. Therefore, this project tries to demonstrate bibliographically the
possible effects of this amino acid on the obesity disorder, and to optimizing a method for its
detection by Capillary Electrophoresis (CE). The separation between taurine and the internal
standard (caffeine) was performed in a CE system using the micellar capillary
electrochromatography (MECK) technique with indirect DAD detection. For all the analysis
was employed an voltage of 25 kV and an temperature of 25 °C in a 50 um internal diameter
fused silica capillary with effective length of 41.5 cm. After optimization, it is concluded that
the best electrolyte has a pH value of 11.9, SDS at 50 mmol/L and DNB at 8 mmol/L. Tau and
caffeine were injected at 50 mbar for 3 seconds at 5 mmol/L and 10 mmol/L respectively, with
a wavelength of 230 nm monitored for detection of Tau and 274 nm for caffeine This Project
was developed at the LABI Tiselius laboratory (Institute of Chemistry — Unicamp) which is
coordinated by Profa. Dra. Ana Valéria Colnaghi Simionato Cantu.

Palavras-chave: capillary electrophoresis, optimization, taurine, obesity
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1 INTRODUCAO

E fato que o sedentarismo e a dieta rica em gordura e aglcares fazem parte do cotidiano
de muitas pessoas, 0 que as deixam expostas ao risco de serem acometidas por variadas doengas,
como a obesidade. Contudo, é importante ter em mente que as causas da obesidade nem sempre
sdo isoladamente os fatores externos: existe também a predisposicdo genética.
(KLEINENDORST et al., 2018), (FRANCISQUETI; NASCIMENTO; CORREA, 2015).

Segundo estudo da Pesquisa Nacional de Saude (PNS) em parceria com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), ao longo de 17 anos (2002/2003 — 2019) a
porcentagem de brasileiros adultos obesos cresceu de 12,2% para 26,8%. Neste mesmo periodo,
observa-se que a proporc¢do de adultos acima do peso passou de 43,3% para 61,7%.

Essa complexa doenca caracteriza-se sobretudo por ser um estado inflamatério crénico
em decorréncia de uma dieta hipercaldrica. Os mecanismos envolvidos no seu desenvolvimento
nédo séo exatamente conhecidos, tampouco sabe-se a real dimensdo do impacto antagdnico que
a taurina (Tau) pode exercer sobre a obesidade, porém ha diversas pesquisas com resultados

promissores que exploraram seus efeitos antiobesidade.

Por possibilitar analises rapidas e ser um bom método para a separacdo simultanea entre
diferentes espécies quimicas, foi utilizado na separacdo entre a taurina e o padrdo interno,
cafeina, um sistema de eletroforese capilar (CE) que apresenta vantagens como curto tempo de
analises, consumo de menor volume de amostra e alta eficiéncia. Basicamente, ela baseia-se na
migracdo de espécies em um eletrolito sob a aplicacdo de um campo elétrico. (QUEIROZ;
JARDIM, 2001), (VOETEN et al., 2018).

Em funcdo do exposto, este projeto tem como objetivos: otimizar um método para a
deteccdo de taurina por eletroforese capilar e elucidar os mecanismos desta técnica. Uma
perspectiva futura para este projeto é a possibilidade de o método ser utilizado em outras
pesquisas que visam estudar a taurina, especialmente levando em consideracdo seu contexto

terapéutico.



11

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AMINOACIDOS

A principal funcdo dos aminoéacidos é compor as proteinas, macromoléculas essenciais
para 0 surgimento e manutencdo da vida. Cada proteina € uma cadeia polimérica de
aminoacidos que nesse caso sdo 0s mondmeros. Existem pouco mais de 200 aminoacidos,
porém apenas 20 mais comumente formam as proteinas animais, e por isso acabam sendo
considerados os principais. (NELSON; COX, 2014).

Essas moléculas organicas tém em comum sua estrutura (Figura 1) formada pela ligacédo
de um atomo de hidrogénio (H), um grupo amino (NHz), um grupo carboxila (COOH) e um
grupo R ligados a um mesmo atomo de carbono, o carbono a. As fun¢des bioldgicas das
proteinas sdo determinadas em funcdo do grupo R, o qual difere-se quimicamente para cada
aminoacido. (NELSON; COX, 2014).

Figura 1 — Estrutura geral dos aminoacidos

@ " =0

Fonte: NELSON; COX — Principios de Bioquimica de Lehninger
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Os aminoacidos podem ser separados em dois grupos: essenciais e ndo essenciais
(Quadro 1). Os aminoacidos essenciais ndo sédo sintetizados pelo corpo humano, portanto sao
obtidos através de sua ingestdo. JA os ndo essenciais sdo sintetizados pelo organismo.
(PALACIOS, 2017).

Quadro 1 — Classificagdo dos aminoacidos em essenciais e ndo essenciais.

N&o essenciais Essenciais
Acido Aspartico (Asp) Fenilalanina (Phe)
Acido Glutamico (Glu) Isoleucina (lle)

Alanina (Ala) Leucina (Leu)

Arginina (Arg) Lisina (Lys)

Aspargina (Asn) Metionina (Met)
Cisteina (Cys) Treonina (Thr)
Glicina (Gly) Triptofano (Trp)

Glutamina (GlIn) Valina (Val)
Histidina (His)

Prolina (Pro)
Serina (Ser)
Tirosina (Tyr)

Fonte: Adaptado de PALACIOS — Estudo do aminoacido Glicina em funcio do pH por espectroscopia Raman.

2.2 TAURINA

2.2.1 Aspectos gerais
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A taurina (acido 2-aminoetanosulfénico; Tau) € um aminoacido distinto dos demais por
conta da funcdo sulfénica (-SOs) substituindo a funcdo carboxilica (COOH) em sua estrutura
(Figura 2).

Figura 2 — Férmula estrutural da taurina

)
S
HO/ \\%\/\NHQ

A

Fonte: Proprio autor

Comumente é classificada como um aminoécido ndo essencial, pois 0 organismo
humano é capaz de sintetiza-la, porém ainda é preciso suprir sua necessidade através da
alimentacdo, sendo os alimentos de origem animal e marinha a maior fonte de obtencdo
exégena. (SCHULLER-LEVIS; PARK, 2003).

Os aminoécidos cisteina e metionina sdo os responsaveis pela producdo enddgena da
taurina: além de ser obtida através da dieta, a cisteina pode ser produzida pela metionina através
de uma reacdo de transulfuragéo, entdo, a cisteina sofre oxidagdo formando a cisteina acido
sulfinico que é descarboxilada formando a hipotaurina que por sua vez é oxidada gerando a
taurina, sendo todo o processo promovido por enzimas (Figura 3). Ela pode ser encontrada em
altas concentrac@es no figado (principal 6rgdo de sua biossintese juntamente ao tecido adiposo
branco), cérebro, retina e musculos cardiacos e esqueléticos. (SCHAFFER et. al, 2010), (LEE,
et. al 2004), (CARVALHO, 2015), (RAMOS, 2017), (BOUCKNOOGHE; REMACLE;
REUSENS, 2006).
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Figura 3 — Sintese da taurina.

}—TRAMSU LFU m-:;;‘«:]—>| |

«—OXIDACAO—

cisteina Acido
sulfinico

«——DES CARBOXILACAO—

[ hipotaurina ]

XIDACAO—

Fonte: Adaptado de RAMOS — Efeitos da administracdo da taurina no desequilibrio redox e na inflamag&o
induzida pela exposicao a fumaca de cigarro e FRANCISCO, Tratamento cronico com taurina e alanina e
desenvolvimento cerebral em ratos: efeitos sobre a depressao alastrante cortical

2.2.2 Acidos biliares

A taurina relaciona-se com os acidos biliares (BAs), compostos lipofilicos produzidos
no figado — vale ressaltar que ao estimular a producéo de &cidos biliares, a Tau acaba reduzindo
0s niveis de colesterol no organismo. Ainda no figado ocorre a conjugacdo de BAs primarios
a glicina (Gly) e/ou Tau. Em funcéo do carater hidrofilico da estrutura dos aminoacidos, essa

conjugacdo diminui a toxicidade dos BAs, pois uma vez tornando-se &cido conjugado terdo
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menor capacidade de atravessar a membrana plasmatica que tem estruturas de caréater lipofilico.
(THOMAS et al., 2008) (CHIANG, 2009), (WIN et al., 2021), (MURAMAKI, 2015).

O é&cido tauroursodeoxicdélico (TUDCA) é um BA encontrado em grade concentracao
em ursos, camundongos e ratos. E formado quando o &cido biliar ursodeoxicélico (UDCA)
conjuga-se com Tau (Figira 4). (WIN et al., 2021), (WANG; CAREY, 2014). O estudo de Kars
(2010), mostra que o tecido muscular e figado de pacientes obesos tratados com TUDCA
recuperaram a sensibilidade a insulina em 30%. Além disso, Vettorazzi et al (2017),
demonstrou que camundongos acometidos por obesidade induzida tratados com TUDCA

também melhoraram sua sensibilidade a insulina.

Figura 4 — Formacdo do TUDCA

0 0 oo
o --.N.-" ‘*—-H___.-SwlDH
- “H H
I|:| P ‘\\
S H /
+ o T e P T Ry
5 H H
H'u\___.-' S
HO H OH
UDCA Taurina TUDCA

Fonte: Adaptado de WIN — Pharmacological and Metabolic Significance of Bile Acids in Retinal Diseases.

Estes acidos sdo imprescindiveis para o controle do metabolismo e balango energético.
Eles estimulam o gasto energético, aumentam o controle glicémico e apresentam acéo anti-
inflamatdria. (HYLEMON et al., 2009), (SHARMA; LONG; GILMER, 2011), (POLS et al.,
2010).

2.2.3 Obesidade
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O desenvolvimento da obesidade pode ocorrer em funcéo tanto do estilo de vida quanto
da susceptibilidade genética do individuo, bem como a associa¢do entre ambos os fatores.
(KISHORE et al, 2018). E considerado um disturbio inflamatério crénico onde adipécitos
secretam altas concentracdes de adipocinas inflamatdrias — que atraem macroéfagos - em fungéo
do desiquilibrio energético. Todo o processo ocorre no tecido adiposo onde o resultado desse
balanco energético é armazenado: o excesso de energia é recolhido como triacilglicerol (TAG).
(OUCHI et al, 2011), (NELSON; COX, 2014), (FRANCISQUETI; NASCIMENTO;
CORREA, 2015).

J& sdo conhecidas as funcGes farmacoldgicas e fisiologicas da taurina (HUXTABLE,
1992), e diversos estudos investigaram os efeitos de sua administracdo terapéutica sobre a
obesidade. Dentre eles, Zhang M. et al. (2004) demonstrou que depois de sete semanas de
ingestdo de 3g por dia de Tau, os niveis de TAG e o peso corporal do grupo de individuos com
sobrepeso diminuiram. Em contrapartida, no grupo tratado com placebo néo se surtiu 0 mesmo

resultado.

Além disso, a atividade anti-inflamatéria de Tau é bem explorada no quadro de
obesidade. Lin et al. (2013) estudou sua relacdo com os macréfagos: chegou-se a conclusdo de
que a infiltracdo de macrdfogos no tecido adiposo de camundongos obesos diminuiu apos estes
serem tratados pela ingestdo oral de Tau. Também em 2013, o estudo de Rosa et al. reforcou
esta propriedade ao demonstrar a reducdo dos niveis dos marcadores TBARS (marcador de
estresse oxidativo) e hs-CRP (marcador de inflamagdo) em mulheres obesas apés a
suplementacdo de 3g por dia de Tau e acompanhamento nutricional. Nesse contexto, um
mecanismo conhecido em processos inflamatorios € a formacao de taurina-cloramina (Tau-Cl)
na presenca desse aminoacido, sendo a Tau-Cl um 6timo regulador do sistema imunologico.
(SCHULLER-LEVIS; PARK, 2003).

Apesar de sua sintese ocorrer também no tecido adiposo, ja foi exposto que a
concentragdo sanguinea de Tau em individuos obesos & menor se comparados a individuos ndo
acometidos pelo disturbio (ROSA, et al., 2013), (LEE et al., 2003). Tsuboyama-Kasaoka et al.
(2006) explorou este fato ao avaliar o decrescimento da enzima CDO no tecido adiposo de
camundongos obesos. A Figura 5 ilustra os mecanismos relacionados a Tau que resultam em

sua possivel propriedade antiobesidade.
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Figura 5 — Mecanismos que relacionam a taurina ao combate a obesidade
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Fonte: Adaptado de MURAMAKI — Role of taurine in the pathogenesis of obesity

2.2.4 Sistema nervoso central

Aminoécidos também sdo neuro ativos e desempenham fungdes no sistema nervoso
central (SNC). No SNC humano, a taurina apresenta maior concentracdo no cérebro quando
este ainda estd em desenvolvimento, além disso, o leite materno é rico em Tau. Logo, julga-se
gue 0 aminoacido € muito importante nesta etapa, sendo que na vida adulta seus niveis
diminuem — mesmo assim, é o0 segundo aminoacido mais presente no SNC, atrds apenas do
glutamato. (HUXTABLE, 1992), (AGOSTINI et al. 2000), (PANULA-LEHTO; MAKINEN;
AHTEE, 1992).

A taurina pode ser considerada tanto um neuromodulador quanto um neurotransmissor,
apresentando nesse caso, a¢do inibitoria (ZHAO et al., 2020), (PERRY; LI; KENNEDY, 2009).

Muitos estudos mostram que a taurina participa ativamente em processos neurais inibitérios e
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excitatorios, Oja e Saransaari (2013) concluiram que a excitabilidade neuronal pode reduzir
diante da presenca do aminoécido, o que inviabiliza por exemplo, episodios epilépticos.

Os niveis neurais podem aumentar com seu suplemento como foi demonstrado por
Panula-Lehto; Makinen e Ahtee (1992): ao injetar-se 36 pumol de taurina no cérebro de
camundongos, observou-se o aumento de dopamina no hipotdlamo em 36%. Dessa forma, o

estudo refor¢a a sugestdo de que o aminoécido é estimulante quanto a sintese desse horménio.

Outro efeito observado no SNC causado pela taurina € o anorexigeno — caracterizado
pela supressdo do apetite e estimulo de gasto energético. Além disso, sabe-se que a insulina tem
propriedades anorexigenas e que ha muitos receptores de insulina no SNC, sendo que a taurina
aumenta a sensibilidade desse horménio no hipotalamo, potencializando assim, seus efeitos.
(PLIQUETT et al., 2006), (SOLONet al., 2011), (ABIZAID; HORVATH, 2008).
Complementando a propriedade citada, também é de conhecimento que a concentracdo de Tau
no plasma sanguineo de pacientes com anorexia nervosa € maior do quem em pessoas nao
acometidas pela condicdo (MOYANO et al., 1998).

2.3 ELETROFORESE CAPILAR

2.3.1 Aspectos gerais

Inserida a partir de 1981, a EC é aceita como um importante método analitico, sendo
uma técnica muito utilizada por diversos laboratérios de analises, principalmente de
biomoléculas e biofarmacos. 1sso se d& em fungdo do fato de que essa técnica de separacao,
heterogénea quanto a capacidade de determinar amostras, ndo exige destas um grande volume
e traz com eficiéncia resultados precisos em pouco tempo. (QUEIROZ; JARDIM, 2001),
(VOETEN et al., 2018), (HANRAHAN; GOMEZ, 2010). O Quadro 2 reune alguns estudos que

visaram estudar a taurina e suas aplicagoes.
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Quadro 2 — Estudos que abordaram a separacdo de taurina por eletroforese capilar

Descrigéo Técnica

Autoria

Determinagéo de taurina em
CE-DAD

plasma

(KELLY: FABRE; PARRETT,
2000)

Este estudo apresenta métodos de
separagdo da taurina por diversas
CE-LIF/CE-LIF-CCDD
técnicas além da eletroforese

capilar

(MOU; DING; LIU, 2002)

Identificacdo e quantificacdo de
aminoéacidos nos macrofagos CE-ED

peritoneais de camundongos

(WENG; JIN, 2001)

O estudo demonstrou ser possivel
monitorar simultaneamente CE-LIF

moléculas neuroquimicas

(BOWSER; KENNEDY, 2001)

Monitoramento de
CE-LIF

neurotransmissores na retina

(O’BRIEN et al., 2004)

Foi avaliado o potencial
fluorogénico do 4-Fluoro-7-nitro-
) CE-LIF
2,1,3-benzoxadiazole para a
andlise de amino4cidos

neurotransmissores

(KLINKER; BOWSER, 2007)

Monitoramento in vivo de
CE-LIF

aminoacidos biomarcadores no

tecido adiposo

(WEISENBERGER; BOWSER,
2016)
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Determinacdo de taurina em

alimentos

CE-ED

(CAO et al. 2002)

Este estudo apresenta diversos
métodos de determinacao
quantitativa da taurina em meios

biol6gicos

CE-UV/CE-ED/CE-FD

(SILVA et al. 2006)

Para um estudo de transtorno
bipolar, foi otimizado e validado
um método para a determinagdo

de aminoéacidos no plasma

CE-LIF

(LORENZO et al., 2013)

Foi investigada a atividade
metabdlica focada em
aminoacidos em embrides

humanos

CE-LEDIF

(CELA et al., 2018)

Determinacéo de taurina em fluido

lacrimal humano

CE-ED

(DU et al., 2015)

Desenvolvimento de método para
a analise simultanea de taurina e

cafeina em bebidas energéticas

CE-DAD

(ALVES et al., 2019)

O estudo explora as aplicagdes
clinicas e alimenticias de taurina e
sua determinac&o por eletroforese

capilar

CE-LIF

(ZINELLU et al., 2008)
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2.3.2 Instrumentacéo

O equipamento € composto por um capilar de diametro interno muito pequeno (15 a 100
pm) com seu comprimento variando entre 50 e 100 cm. O uso do capilar contorna o efeito joule
(calor gerado pela passagem de corrente elétrica) em razdo de sua alta resisténcia elétrica e
geometria que dissipam com eficacia o calor. Assim, é possivel aplicar-se uma alta voltagem
(geralmente entre 5 e 30 kV) e gerar um elevado campo elétrico, fatores responsaveis pelos
bons resultados em tempo reduzido. O capilar pode ser feito de vidro, teflon ou silica fundida,
que pode ser revestida com poliamida para conferir maior resisténcia. Ele é preenchido por um
tampdo e os analitos introduzidos (a vacuo, variacdo de pressao, sinfonamento ou injecéo
eletrocinética) pelo lado aposto ao detector, para onde eles migrardo quando expostos ao campo
elétrico (migracdo eletroforética). (QUEIROZ; JARDIM, 2001), (SILVA; CARRILHO;
TAVARES, 2007).

Figura 6 — Instrumentagdo do CE
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Fonte: CAON - Estudo de Interacdo da Série Homéloga dos Hidroxibenzoatos de Alquila Com Micela Anidnica
Utilizando Eletroforese Capilar

2.3.3 Fluxo Eletroosmético
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Observa-se a ocorréncia do fendmeno da eletroosmose, nesse caso, chamado de Fluxo
Eletroosmético (FEO). Os capilares de silica fundida possuem grupos silanois (SiOH) que
sofrem ionizacdo quando em contato com solucdo tampédo de pH elevado, o que influencia
diretamente no tempo de migracdo. Com isso, dissociam-se fazendo com que a parede interna
do capilar passe a dispor de carga negativa e atraia 0s ions positivamente carregados (contra-
cations) provenientes do tamp&o. Origina-se uma dupla camada de cétions, uma fixa e uma
movel (Figura 7). (QUEIROZ; JARDIM, 2001), (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012).

Figura 7 — Fluxo eletroosmético
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Fonte: QUEIROZ; JARDIM — Eletroforese Capilar.

Consequentemente, € criada uma diferenca de potencial denominado Potencial Zeta.
Quando aplicado um campo elétrico, os cations da camada modvel vao em direcdo ao catodo
levando consigo a solugédo e os analitos, sendo a velocidade do fluxo uniforme sem gerar
pressdo (Figura 8). (QUEIROZ; JARDIM, 2001), (HANRAHAN; GOMEZ, 2010).
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Figura 8 — (A) perfil do FEO e pico sem alargamento e (B) fluxo pressurizado e um consequente pico acometido
por alargamento.

-
1 N

Fonte: Adaptado de HANRAHAN; GOMEZ — Chemometric methods in capillary electrophoresis.

2.3.4 Técnicas e mecanismos

A eletroforese capilar de zona (CZE do inglés Capillary Zone Electrophoreis) € uma das
variantes mais utilizadas. Nela, a amostra € introduzida no capilar preenchido com um eletrélito
e a separacdo ocorre devido as respectivas mobilidades efetivas dos ions - as espécies aniénicas
e cationicas terdo diferentes mobilidades ao longo do capilar (Figura 9) - expostos a alta
voltagem, a qual aumenta a resolugéo e diminui e tempo de anélise. Dessa forma, os analitos
ionizados irdo sob influéncia do campo elétrico, migrar ao polo oposto. (QUEIROZ; JARDIM,
2001), (HANRAHAN; GOMEZ, 2010).

Figura 9 — Velocidade das espécies
cdtions )
amons
neutro

resposta
do detector

tempo de migracio

Fonte: Adaptado de HANRAHAN; GOMEZ — Chemometric methods in capillary electrophoresis
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Para possibilitar uma rapida deteccdo de espécies neutras, recorre-se a
eletrocromatografia capilar micelar (MECK). Ao eletrélito € adicionado um surfactante que
criara um ambiente micelar, sendo as micelas consideradas uma fase pseudo-estacionaria. E
possivel simultaneamente separar essas espécies neutras de espécies idnicas, para estas a ordem
de migracdo dependerd da natureza do surfactante — se é catiénico ou aniénico. (QUEIROZ;
JARDIM, 2001).

Um método comum de deteccdo na CE € o UV-Vis ou Diode Array Detector (DAD) —
capaz de monitorar a0 mesmo tempo diversos comprimentos de onda - onde espera-se que 0s
analitos absorvam radiacdo em algum ponto entre o trecho de luz visivel e ultravioleta do
espectro eletromagnético. Quando os analitos apresentam baixa ou nenhuma absorbancia nessa
faixa, eles ndo sdo detectados e consequentemente ndo séo identificados no eletroferograma. A
deteccdo é entdo chamada indireta: € necessario adicionar ao eletrdlito um croméforo que
absorva a radiacéo e observa-lo durante a analise. Entdo, quando os analitos que nao absorvem
energia passam pelo detector, ha um aumento da passagem de radiacdo, ou seja, queda de
absorbancia. O resultado no eletroferograma serdo picos negativos. (VAZ; OLIVEIRA;
OLIVEIRA, 2015), (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012).

O Quadro 3 mostra resumidamente estas e outras técnicas envolvendo eletroforese:

Quadro 3 — Modalidades da eletroforese capilar

Técnica Mecanismo de separacdo

A separacdo baseia-se na
diferenca de tamanho dos solutos.
. fons menores migram mais
Eletroforese Capilar em Gel (ECG) ]
rapidamente enquanto solutos
maiores ficam mais tempo

retidos.

O eletrolito tem um alto nivel de
Eletrocromatografia Capilar Micelar surfactante para que sejam
(ECCM) formadas micelas. A separacdo

baseia-se na particdo das
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moléculas entre a fase micelar
(pseudo-fase estacionaria) e o

tamp&o aquoso.

Eletroforese Capilar com Focalizacdo
Isoelétrica (ECFI)

E necesséaria formagéo de um
gradiente de pH, obtido pelo uso
de substancias conhecidas. Dessa
forma, substancias anféteras sdo

separadas com base em seus

pontos isoelétricos.

Isotacoforese Capilar (IC)

E realizada em um sistema de
tampao descontinuo. Quando um
campo elétrico é aplicado, os
componentes da amostra
comegam a Se separar em zonas
de acordo com suas mobilidades

Fonte: QUEIROZ — eletroforese capilar
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Descri¢do dos materiais

Diante da necessidade de quantificar o aminoacido Taurina, a técnica de eletroforese
capilar é recomendada para a sua separacdo. A técnica utilizada baseia-se na separacdo das
espécies devida as suas respectivas mobilidades efetivas, onde migram de um polo ao outro sob
uma voltagem aplicada em um capilar preenchido por um eletrolito. O sistema de eletroforese
capilar utilizado € acoplado ao DAD, entretanto, a Taurina ndo absorve energia na faixa Uv-
Vis, o que leva a escolha do método de deteccdo indireta, necessitando de um agente croméfaro.
Sendo o padrdo interno a cafeina — uma molécula neutra — é necessario adicionar ao eletrolito
um surfactante, um composto que formara micelas, o que resulta sobretudo em um menor tempo

de anélise.

No eletrdlito incluiu-se como croméfaro o DNB (acido 3,5-nitrobenzoico), e o SDS
(dodecil sulfato de sédio) como surfactante anidnico. Trabalhou-se com o equipamento Agilent

7100 CE System e um capilar de silica fundida com didmetro de 50 um.

Ressalta-se que os experimentos foram realizados no LABiI Tiselius, laboratorio
coordenado pela Profa. Dra. Ana Valéria Colnaghi Simionato Cantu, e localizado no Institudo

de Quimica da Unicamp.

3.1.2 Métodos
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Depois de diversos testes, chegou-se as melhores concentragdes de 5 mmol/L e 10
mmol/L para Tau e cafeina respectivamente. As espécies foram injetadas a 50 mbar por 3se a
voltagem aplicada nas anélises foi de 25 kV sob a temperatura de 25 °C, sendo o comprimento
efetivo do capilar 41,5 cm e total 50 cm e seu didmetro 50 um. A deteccéo dos analitos foi feita

em 230 nm e 274 nm para a taurina e cafeina respectivamente.

Entre as analises, foi necessario aplicar um condicionamento de 5 minutos de NaOH 0,1
mol/L, 5 minutos de agua ultrapura e 10 minutos de eletrdlito a 25 °C. E imprescindivel que
antes de executadas as analises, seja feito um condicionamento inicial, nesse caso, condicionou-
se o capilar por 15 minutos com NaOH 0,1 mol/L, seguidos por 15 minutos de agua ultrapura
e 30 minutos de eletrdlito a 30°C. Apos uso diario do capilar foi feita sua limpeza injetando 10

minutos de agua ultrapura e 5 minutos de ar a 38°C.

As solugdes padrdo permaneceram refrigeradas, sendo necessario para sua utilizagao
colocé-las em ultrassom por 15 minutos e apos isso filtra-las na ordem de 0,22 um. A filtragéo
vale também para a agua ultrapura e 0 NaOH 0,1 mol/L uma vez a cada dia de analise. Para
regular o pH do eletrdlito, foram utilizados NaOH 1 mol/L, NaOH 0,1 mol/L e HCI 0,1 mol/L.

A otimizacdo do meétodo foi do tipo univariada, onde se estuda um parametro por vez,

sendo que cada variacdo dentro de cada parametro foi feita em triplicata, totalizando 54 analises.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ASPECTOS GERAIS

a) A otimizacdo realizada foi do tipo univariada, onde se estudou os aspectos do
eletrolito diante da variagcdo de um parametro e decidiu-se o melhor ponto deste
pardmetro para dessa forma avaliar o seguinte. A ordem seguida foi: pH, SDS e
DNB.
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b) A taurina como todo aminodcido tem carater anfotero, se comportando como
base ou &cido dependendo do pH em que esta exposta. Seu Pko é de 8,6 e as
analises foram realizadas em valores de pH acima de 11,9. Entdo, salienta-se que
neste sistema, o analito em questdo esta na forma anionica;

c) O SDS é um surfactante aniénico com concentragdo micelar critica (CMC) de
8,1 mmol/L, ou seja, esta é a concentracdo minima para a formacao de micelas.
E fundamental que no presente contexto o surfactante seja anidnico para que a
taurina seja repelida.

d) Para a decisdo da melhor composicdo para o eletrélito, foi necessério avaliar a
mobilidade efetiva da taurina (Equacdo 1) a partir de sua mobilidade aparente
(Equacdo 2), a largura da base de seu pico, 0 nimero de pratos tedricos (Equacao
3), altura do pico e sua resolucdo entre a cafeina (Equacdo 4). (QUEIROZ,
2001).

e = Ua — Mrro (1)
1. = mobilidade efetiva;
1a = mobilidade aparente;

Ureo = Mobilidade do fluxo eletroosmético.

Nesse experimento, o marcador do fluxo eletroosmético foi o prdprio pico gerado pelo

sistema, o qual é bem definido e detectavel em todas as analises.

E necessaria a mobilidade aparente do ion de interesse para realizar-se o calculo

anterior;

IL
Ug = W 2)
[ = comprimento efetivo;

L = comprimento total,
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t = tempo de migragao;

V = voltagem aplicada.

A eficiéncia da separacdo entre as espécies € dada pelo numero de pratos tedricos (N):

N =16 (%)2 3)

w = largura da base do pico

Por fim, a resolucdo entre picos € dada pela seguinte equacao:

R _ (tl_tZ)Z (4)

T (wytws)

42 OTIMIZACAO DO pH

Como dito anteriormente, o fluxo eletroosmotico é altamente dependente do pH, uma
vez que este é responsavel pela ionizacdo da parede interna do capilar, além disso, a taurina
também se encontra totalmente ionizada. A Figura 10 mostra cada variavel estudada com seus
valores em funcdo do pH nos valores: 11,9; 12,0; 12,1; 12,2; 12,3 e 12,4
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Figura 10 — Graficos da otimizacdo do pH; (A) mobilidade efetiva; (B) largura da base; (C) nimero de partos
tedricos; (D) resolucdo entre taurina e cafeina e (E) largura da base do pico da taurina
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Trabalhou-se com altos valores de pH, onde em todos estes os grupos silandis do
capilar estdo completamente ionizados, 0 que ocorre em sistemas com pH acima de 9.
(QUEIROZ, 2001).
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4.3 OTIMIZACAO DO SURFACTANTE (SDS)

O surfactante é necessario para criar um ambiente micelar que possibilita a separacéo
da cafeina que é um composto neutro. Inicialmente, trabalhou-se com concentracfes de 10
mmol/L até 60 mmol/L, porém ndo é recomendavel a elaboracdo do eletrolito com
concentragOes de SDS abaixo de cerca de 25 mmol/L: foi observado que abaixo desse valor o
pico da cafeina ndo se separa do pico do sistema, 0 que torna a analise extremamente inviavel.
Dessa forma, os seguintes graficos (Figura 11) compreendem as concentracdes de 30 mmol/L;
40 mmol/L; 50 mmol/L; 60 mmol/L; 70 mmol/L e 80 mmol/L.
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Figura 11 — Gréficos da otimizagdo da concentragdo do SDS; (A) mobilidade efetiva; (B) largura da base; (C)

namero de partos tedricos; (D) resolucéo entre taurina e cafeina e (E) largura da base do pico da taurina
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44 OTIMIZAGCAO DO CROMOFORO (DNB)

Os cromoforos sdo espécies que absorvem energia UV-Vis, e neste sistema é necessaria
sua adicdo para a deteccdo da taurina que ndo absorve energia nessa faixa. O DNB foi
monitorado em 230 nm e as concentracdes estudadas foram: 4 mmol/L; 6 mmol/L; 8 mmol/L;
10 mmol/L; 12 mmol/L e 14 mmol/L (Figura 12).
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Figura 12 — Gréficos da otimizagdo da concentragdo do DNB; (A) mobilidade efetiva; (B) largura da base; (C)
namero de partos tedricos; (D) resolucdo entre taurina e cafeina e (E) largura da base do pico da taurina
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Figura 13 — Eletroferogramas da separacao entre taurina e cafeina em (1) 274 nm e (II) 230 nm.
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A Figura 10 mostra os eletroferogramas da separacdo simultanea entre taurina (C) e
cafeina (B) em seus respectivos comprimentos de onda para deteccdo. Observa-se 0 pico
negativo causado pela passagem da taurina que tem migracdo mais lenta do que a cafeina. Como
vastamente citado na literatura, espécies neutras tém velocidade intermediaria, enquanto
espécies anibnicas acabam migrando por dltimo. (HANRAHAN; GOMEZ, 2010). O primeiro

pico (A) é o gerado pelo sistema como relatou-se anteriormente.

Os eletroferogramas em questdo sdo o resultado da analise feita utilizando-se o
eletrolito que forneceu as melhores condicdes: pH 11,9, 50 mmol/L de SDS e 8 mmol/L de
DNB. Vale ressaltar que mesmo outros pontos aparentando serem tdo adequados quanto 0s
escolhidos, eles podem nédo ser muito estaveis, necessitando da repeti¢do da analise para que s

assim esta seja viavel.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A fim de chegar-se a melhor condicdo possivel de um método de separacédo, €
necessario otimizar esse método e extrair os dados resultantes das analises para estes serem

avaliados.

Dessa forma, observando-se cada variavel estudada para cada componente do
eletrolito, chega-se a conclusdo de que sua mais adequada composicao deve ser a de pH 11,9,
50 mmol/L de SDS e 8 mmol/L de DNB.

E evidente que a taurina é afetada por alargamento de pico, o que pode ser resolvido,

ou ao menos melhorado ao adicionar-se um modificador organico como metanol ou acetonitrila.

5.1 TRABALHOS FUTUROS

Apbs validado, este método pode ser utilizado em qualquer estudo onde o objetivo seja
avaliar a taurina por eletroforese capilar em sistema micelar e detecgéo indireta. Inegavelmente
a taurina € um aminoacido muito promissor em relagdo ao tratamento de doengas, em especial
a obesidade, porém ainda é preciso que sejam realizados muitos estudos para entender seus
mecanismos contra a doenca, estudos estes que necessitam de uma grande amostragem de

pacientes que sejam acompanhados por muito tempo, o que carece na literatura.

Além disso, o método pode ser aplicado também em projetos a fim determinar

simultaneamente a taurina e a cafeina em determinados alimentos.
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