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Resumo

N&s apresentamos o uso do complexo de
lantanideo, tetraciclina-eurépio  (Tc-Eu), para
diagnéstico clinico de peroxido de uréia em sangue
total humano.

As solucdes foram preparadas com pH neutro e
a luminescéncia visivel dos lantanideos foi detectada
ap6s uma incubacdo das amostras por 10 minutos.

Até agora a determinagdo de niveis de PHU era
um método muito indireto com varias etapas e
reagentes [1]. Esse estudo descreve a determinagédo
de PHU em sangue humano total usando
tetraciclina-eurdpio como sonda fluorescente.

Os valores obtidos conferem com a variagdo de
uréia verificada em 50 pacientes, incluindo 25 pré-
didlises, 15 hemodidlises e amostras de controles.
Esse método é ndo-invasivo e pode ajudar na
identificacdo de doencas renais e cardiacas.
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Introducéo

Complexos de lantanideos  tornaram-se
particularmente atrativos por aumentarem a
sensibilidade e seletividade em bioanalises devido a
caracteristicas especificas em sua fluorescéncia:
grande “Stoke -shift”, a intensidade da fluorescéncia
da banda principal do complexo de lantanideo ¢é
muito forte embora seu rendimento quéntico seja
normalmente mais baixo do que em fluoréforos
convencionais, o tempo de decaimento relativamente
longo dos complexos de lantanideo facilita muito a
fluorometria resolvida no tempo [2-4], podem ser
excitados com laser diodo em 405 nm e
“photobleaching” ndo mensuravel.

Esses complexos sdo formados por um quelante
(no caso, a tetraciclina), que ¢ uma macromolécula
que captura o ion da solucdo, absorve a energia de
radiacdo incidente e através do efeito antena,
transfere essa energia para o Eurdpio (figura 1).

Apds a complexagdo com ions trivalentes de
europio, a tetraciclina forma quelantes estaveis, os
quais exibem banda de absorcdo larga e uma banda
de emissdo estreita centrada em 612 nm e com
caracteristica da transicéo do Eu*" em °D - 'F, [5].

As tetraciclinas tém diversos grupos proton-
ativos que oferecem possibilidades diferentes de
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complexacdo dos fons de lantanideos dependendo do
pH. Para o pH em torno de 7,0, o lantanideo
provavelmente substitui os 4&tomos de oxigénio [6].
Y. Rakicioglu [7], por exemplo, observou que a
intensidade da fluorescéncia ¢ aumentada em 15
vezes quando se adiciona perdxido de hidrogénio
(PH) ao complexo tetraciclina-eurépio [8].
Recentemente foram apresentados trabalhos usando
a sonda tetraciclina-eurépio para obtencdo de
imagem o&ptica da atividade da glicose oxidase [9],
bem como a determinagdo espectrofluorométrica de
heparina [10].
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Figura 1 - Mecanismo de Emissdo de
Fluorescéncia de Complexos Tetraciclina-Eurdpio

Figura 2 — Proposta de estrutura para o
complexo Tc-Eu.



No6s observamos em uma publicacdo recente
[11] que a luminescéncia do eurdpio também é
aumentada na presenca de peroxido de uréia.
Peroxido de uréia (PHU), ou perdxido de carbamida,
em seu nome obsoleto, é uma forma estavel do H,O,
e um potencial agente citotoxico [2]. Niveis renais e
cardiacos de PHU sdo proximos da concentracdo de
pentosidina da Reacéo Maillard [12].

Ambos, PHU e PH, apresentam efeito
prejudicial para varias células, incluindo as renais e
vasculares. Sabendo-se que a insuficiéncia renal
cronica esta relacionada com o aumento de PHU e
com o processo de glicoxidacdo da matriz renal e
cardiaca, métodos capazes de indicar a concentracao
destas toxinas permitem retardar danos funcionais
do coracdo e destruicdo dos rins em pacientes em
pré-didlises ou acelerar sua remocdo pelo
desenvolvimento de procedimentos mais efetivos
para pacientes antes da dialise [11].

Materiais e Métodos

Todos o0s sais inorganicos usados eram de
pureza analitica e foram obtidos da Sigma Aldrich e
Molecular Probe. Todas as solugdes foram
preparadas em 10 mmol L™ 3-(N-Morpholino) 4cido
propanesulfonico (MOPs de Carl Roth, Alemanha)
solucdo tampdo (pH 6,9). A tetraciclina-HCI usada
era padrdo secundario gentilmente fornecida pela
Indistria Farmacéutica Bunker Ltda. O perdxido de
uréia 98% usado neste trabalho foi obtido da
Aldrich.

Solugdo I: 63 mmol L™ de Eu® em 10 mL de
agua bi-deionizada com solucdo tampdo MOPS (pH
~6,8).

Soluco I1: 21 mmol L™ de Tetraciclina em 10
mL de &gua bi-deionizada com solu¢do tampao
MOPS (pH ~6,8).

Solucdo Ill:  solucdo Tc-Eu, preparada
misturando 10 mL da solucdo | em 10 mL da
solucéo Il.

Selecdo de amostras:

Um total de 40 pacientes com doencas renais
foram envolvidos nesse estudo, 12 estavam em
tratamento peritoneal (CARD), 15 estavam em
hemodidlise (HD) e 13 pacientes que ndo estavam
em tratamento por dialise (IR).

Amostras de pacientes saudaveis, para controle,
(n = 10), que ndo apresentavam sinais clinicos de
doengas renais ou vasculares e sem histdrico familiar
de doengas renais foram obtidas entre doadores de
sangue e funcionérios do hospital. A comissdo de
ética local da faculdade aprovou o estudo de
pesquisas no sangue.

Aproximadamente 4,3 cm® de sangue
intravenoso foi coletado. EDTA foi usado como
anti-coagulante e as amostras de sangue foram
conservadas & 4 °C.

Anaélises Bioquimicas

As amostras de sangue dos 50 pacientes foram
separadas em 4 grupos: CO (controle), IR
(tratamento conservador), CAPD (dialise peritoneal)
e HD (hemodialise).

Uréia plasmatica foi determinada pelo método
enzimatico colorimétrico usando o kit LABTEST
(Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG/Brasil) em
um espectrdmetro  semi-automatico (Fotometro
5010, Boheringer Mannheim).

Peréxido de uréia foi determinado misturando-
se 200 uL de sangue de cada amostra a 200 ulL de
solucdo Tc-Eu estocada. A fluorescéncia da solugéo,
incubada por 10 minutos (uma vez que a reacdo com
0 perdxido é lenta) foi imediatamente medida apds a
excitacdo das amostras (cubeta com 1 mm de
espessura) com uma lampada de Xendnio de 300 W.
e um monocromador (Jarrel Ash) de 0,25 m fixado
em 400 nm com frequéncia de 20 Hz obtida através
de um modulador mecénico. As emissdes das
amostras foram analisadas com um monocromador
de 05m (Spex) e detectadas por uma
fotomultiplicadora. O sinal foi amplificado por um
amplificador de sinal e freqiiéncia EG&G 7220 e
processado por um computador. Os erros relativos
nas medidas de emisséo estdo estimados inferiores a
10%.

Resultados

Quando a solucdo Tc-Eu (solucdo I11) é excitada
em 400 nm (comprimento de onda no qual a
tetraciclina absorve), essa energia absorvida pelo
quelante é transferida do estado tripleto excitado
para o fon central do Eu®" (figura 1) e um espectro
tipico de emissdo da banda principal com o pico de
méaxima intensidade em 612 nm (*Dy—'F,) é
observado. A comparacdo entre a banda de emisséo
da solugdo Tc-Eu e a solugdo Tc-Eu adicionada ao
sangue total (200 uL da amostra de sangue do grupo
de controle (CO) misturado a 200 pL da solucéo de
Tc-Eu estocada) € mostrada na figura 3. NOs
observamos uma reducdo na intensidade da banda
em 612 nm devido a forte absorcdo da luz azul pelo
sangue.
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Figura 3 - Espectro de emissdo do Tc-Eu (solugdo
I11), e solucéo sangue-Tc-Eu adquirida excitando a
amostra em 400 nm.



A solucdo de sangue foi misturada & diferentes
quantidades de perdxido de uréia variando entre 0,3
mg e 1,1 mg em massa para obter uma curva de
calibracdo de perdxido de uréia no sangue. O
espectro de emissdo da solucdo sangue-Tc-Eu com
diferentes concentracbes de PHU é mostrado na
figura 4. Pode-se observar que a forma da banda de
emissdo da solugdo sangue-Tc-Eu é diferente da
forma da banda de emissdo da solucdo sangue-Tc-
Eu-PHU.
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Figura 4 - Concentracdo efetiva de perdxido de uréia
do complexo Tc-Eu em solucdo de sangue.

O comprimento de onda da banda principal de
emissdo desloca-se aproximadamente de 612 nm
para 619 nm. Também pode ser visto que a emissdo
do eurdpio (Il1l) aumenta com o aumento da
concentragdlo de PHU. A intensidade de
fluorescéncia da solucdo sangue-Tc-Eu-PHU ¢é até
sete vezes maior que da solucdo sangue-Tc-Eu para
0,0049 g de PHU. O peroxido de uréia substitui ao
menos um ligacdo da molécula de &gua com o
euroépio.

A sensibilidade do complexo Tc-Eu em sangue
apresentada nesse estudo foi de 0,0009 g de PHU.

Na figura 5 é mostrado o gréafico da variagdo da
intensidade da banda de emissdo do eurdpio (em
torno de 614 nm) com a concentragdo de PHU.

Modelo: Logistico:
y=A2 + (AL1-A2)/(1 + (x/x0)"p)

Chi~2/DoF =6.39159

R"2 = 0.97441

Al 5.88286 + 1.43777
A2 39.95071+ 4.48163
x0 0.00003 + 4.4469E-6

p 3.13205 + 1.12987
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Figura 5- Curva de calibracdo da concentracéo de
PHU (umol/L) em fungdo da maxima intensidade da
banda de emiss&o.

Os dados experimentais foram ajustados pela
expressao:
Y=A2 +(A1-A2)[1+(x/x0)"]* (1)

Os valores ajustados para Al, A2, x0 e P séo
mostrados no quadro anterior. Usando essa equagdo
e conhecendo a intensidade de emissdo é possivel
obter a concentracdo de peroxido de uréia das
amostras analisadas.

Considerando que a concentragdo de uréia para
hemodialises (HD) e pré-dialises (IR e CAPD) ¢é
consideravelmente mais alta que do grupo de
controle (CO), nds consideramos a hipdtese de que a
concentracdo de perdxido de uréia deveria ser mais
alta no sangue desses pacientes. Para provar essa
hip6tese a luminescéncia do eurdpio nas 50 amostras
de sangue foi medida e comparada. Os resultados
s8o mostrados na tabela 1.

Amostra Intensidade | Amostra Intensidade
(ua) (ua)
HD20 11.8235 CAPD10 8.3342
HD11 8.7941 CAPD11 8.78577
HD14 8.3024 CAPD13 6.4174
HD17 9.3461 CAPD18 5.5168
HD21 6.329 CAPD12 5.039
HD24 7.6245 CAPD16 6.0759
HD12 7.1416 CAPD19 3.0106
HD18 7.257 CAPD20 6.81287
HD23 8.7201 CAPD22 6.49685
HD25 6.584 CAPD24 4.0585
HD8 5.7256 CAPD15 6.462
HD9 7.6245 CAPD23 7.022
HD10 6.2732
HD19 6.111
HD13 6.5141




Amostra Intensidade | Amostra Intensidade
(va) (ua)

IR215 6.9178 CO19 4.226
1R220 6.2857 C029 4.585
IR221 5.601 CO11 3.9459
1R210 7.5734 CO17 3.8057
1R216 7.4776 CO25 8.672
IR211 6.269 Cco21 6.141
1R226 7.8619 CO24 5.628
1R206 7.5722 CO33 6.2176
1R207 6.8601 C020 6.269
1R208 7.3813 CO28 5.8335
1R209 5.603

1R220 6.2942

Tabela 1 - Intensidade de emissdo do Eurdpio (I11) e
erros obtidos para a analise das amostras em quatro
diferentes grupos: HD, CAPD, IR e CO e variagao
da concentracdo de peréxido de uréia nesses grupos.

Nos observamos que a intensidade da emissao
do eurdpio em torno de 614 nm é 5,53 + 0,46 u.a.,
6,73 £0,22u.a, 6,17 +047ua.e7,61 £041ua
para os grupos CO, IR, CAPD e HD,
respectivamente. A intensidade de emissdo é 12%
(CAPD) e 21% (IR) mais alta em pré-dialises e 38%
(HD) mais alta em grupos de dialises comparadas
com grupos CO. Um deslocamento na banda de
emissdo do eurépio foi observado comparando
amostras dos grupos CO e HD (figura 6).
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Figura 6 - Comparac0es entre a emissdo do europio
nas amostras de: a) grupo de controle (CO24), b)
grupo dialises (HD24).

Comparando o aumento da banda de emisséo
com a curva de calibragdo da figura 5 é possivel
estimar a variagdo da concentracdo de PHU nas
amostras de sangue. Esses resultados sdo mostrados

na tabela 2.

Série Uréia Anova Test
(ma/dl) Serie/CO
CO <40 -
IR 104 £15 0.02082
CAPD 98+ 34 0.35092
HD 138 £ 26 0.00322
Caélculo Estatistico PHU
(Intensidade u.a.) (ng/pl)
5.53237 £ 0.46478 -
6.72918 + 0.22332 9.2945+ 1.3942
6.16932 + 0.46931 6.5418 + 0.9813
7.61138 £ 0.41234 11.7755 £ 1.7663

Tabela 2 — Valores obtidos do calculo estatistico e
concentracdes de uréia e de PHU dos grupos
estudados.

Com isso verifica-se uma relacdo entre as
concentracdes de Uréia e Perdxido de Uréia nas
amostras estudadas. Isso sugere que um novo
método para determinagdo de uréia em solugdo
usando o aumento da luminescéncia do complexo
tetraciclina-eurépio ap6s a complexagcdo com o
peroxido de uréia pode ser proposto.

Conclusao

Um aumento e um deslocamento na banda de
emissdo do europio com a adicdo de peroxido de
uréia em amostras de sangue com Tc-Eu foi
observado e uma curva de calibracdo foi obtida. As
concentracoes de 6,5 - 9 ug/ul nas amostras pré-
diélises e de 12 ug/ul nas amostras de diélises foram
determinadas. A  sonda tetraciclina-eurdpio
possibilita um método facil, direto, barato e
alternativo aos ja existentes para deteccdo e
quantificacdo de perdxido de uréia.
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