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RESUMO

Este trabalho reporta a sintese e aplicagdo de um novo nanocomposito magnético (Fe;O,@MOF-Zr) para a deplegdo de proteinas de alta
abundancia em soro sanguineo, visando a detec¢do de biomarcadores de doengas humanas. O material foi obtido pela funcionalizagdo de
nanoparticulas magnéticas de ferro com um estrutura metalorganica de MOF a base de zirconio e caracterizado usando MEV, FT-IR, BET,
TGA e DLS. A otimizagdo experimental (pH 6,2; 39 min; 49,75 mg) resultou em eficiéncia de extragdo superior a 80 %. A cinética de
adsor¢do seguiu modelo de pseudo-segunda ordem (R> = 0,921) e a isoterma de adsorcdo ajustou-se ao modelo de Freundlich (R* = 0,965. O
material demonstra potencial como alternativa de baixo custo para simplificagdo do proteoma sanguineo, contribuindo para o enriquecimento

de proteinas de baixa abundancia e melhoria de diagnosticos para doengas humanas.
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Introducao

A andlise protedmica do soro sanguineo representa uma das
principais estratégias para a identificagdo de biomarcadores de
diversas doencas humanas (1,2). No entanto, a elevada
concentragdo de proteinas de alta abundancia dificulta a deteccao de
proteinas de baixa abundancia, que podem indicar estados
patologicos (3). Estratégias baseadas em materiais nanohibridos
vém sendo desenvolvidas para remover seletivamente proteinas
majoritarias (4,5). Entre esses materiais, as Redes Metalorganicas
(Metal-Organic Frameworks, MOFs) destacam-se por sua elevada
area  superficial, porosidade ajustaivel e facilidade de
funcionaliza¢do, caracteristicas que, quando combinadas a
nanoparticulas magnéticas, oferecem vantagens adicionais na
separagao e recuperagdo do adsorvente (6,7). Este trabalho reporta o
desenvolvimento de um nanocomposito magnético baseado em
nanoparticulas magnética de ferro (Fe;O,) funcionalizadas com
MOF de zirconio (MOF-Zr) para a deplecdo de proteinas séricas
abundantes, visando a identificagdo de biomarcadores de doencas
humanas.

Experimental
Sintese de nanoparticula magnética de ferro (Fe;O,)

Inicialmente, dissolveu-se 0,510 g de FeCl;.6H,0, 0,150 g de Na;
Cit.2H,0 ¢ 0,900 g de NaC,H;0, em 15,0 mL de etilenoglicol. A
solugdo obtida foi transferida para um frasco de teflon e selado em
um reator de aco inoxidavel, posteriormente aquecida a 200°C em
estufa durante 10 h. Apos a reacdo, o produto formado foi separado
por magnetizagdo, lavado com etanol quatro vezes e entdo, seco em
estufa a 50 °C durante 4h (6).

Sintese de MOF-Zr

O MOF-Zr foi sintetizado pelo método solvotérmico (6).
Resumidamente, 0,400 g de NaOH foram adicionados a 10,0 mL de
agua deionizada, sob agitacdo e aquecimento até a temperatura de
70 °C. Em seguida, adicionou-se, lentamente, 0,585 g de
1,4-benzenodicarboxilato (BDC), sob agitacdo e aquecimento
constante até o volume reduzir para 5,0 mL. Em seguida, foram
incorporados 0,413 g do ZrOCl,-8H,O a solugdo, mantendo a
agitacdo por 3 min. Apos a adicao de 10,0 mL de, a solugdo foi
transferida para um frasco de teflon, selada em um reator de aco
inoxidavel e levada a estufa a 200 °C por 24 h. Em seguida, o sélido
formado foi separado por centrifugagdo a 4.000 rpm por 20 min e
lavado com etanol. O sdlido foi entdo seco em estufa a 50 °C
durante 4 h.

Funcionalizagdo da nanoparticula magnética de ferro com o
MOF-Zr

Para a funcionalizacdo da nanoparticula com o MOF-Zr, cerca de
0,100 g de Fe;O, 0,250 g de MOF-Zr e 0,003 g de
O-(2-mercaptoetil)-O’-metilpolietilenoglicol (MEO) foram
dispersos em 5,0 mL de etanol. Esta solucdo foi homogeneizada em
vortex e submetida a agitagdo mecéanica por 24 h a temperatura
ambiente. Sequencialmente, o so6lido foi separado por centrifugagéo
a 4.000 rpm por 20 min e lavado com etanol. O sélido foi entdo
seco em estufa a 50 °C durante 4 h.

Caracterizagoes

Para evidenciar o sucesso da sintese, o material produzido foi
caracterizado por Microscopia Eletronica de  Varredura
(MEV/EDS), Espectroscopia no Infravermelho (FT-IR), analise
termogravimétrica (TGA), analise BET para area superficial,
Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) para determinagao do
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tamanho de particula e potencial zeta.
Otimizagdo das condig¢oes de uso do material

Para se obter a melhor condigdo de adsorgdo proteica, as condigdes
de extragdo foram otimizadas utilizando planejamento fatorial 2°
com delineamento composto central, envolvendo trés varidveis
independentes: pH (3,0 - 10,0), tempo de incubagdo (1 - 60 min) e
massa do adsorvente (10,0 - 67,5 mg). Em microtubos de 1,5 mL,
diferentes quantidades do material foram incubadas com solucdo
padrio de albumina bovina (BSA) (200 pg mL™") e ditiotreitol
(DTT) em tampdes com diferentes pHs, mantidos a 37,5 °C. Apds o
tempo de incubagdo, as amostras foram centrifugadas (10.000 rpm,
10 min) para separacdo do nanomaterial, e o sobrenadante foi
analisado pelo método de Bradford (A, 595 nm). Os
experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram
processados por analise estatistica multivariada para determinar as
condigdes otimas de operagao.

Cinética e Isoterma de adsor¢do

O estudo cinético foi realizado incubando 10,0 mg do composito
Fe;0,@MOF-Zr com solugio padrio de BSA (200 pg mL™") e DTT
(500 mmol L") em tampdo PBS pH 6,2 a 37,5 °C. Amostras foram
coletadas em diferentes tempos (até 6 h), centrifugadas (10.000
rpm, 10 min) e o sobrenadante analisado por método colorimétrico
de Bradford (A, = 595 nm). Os dados obtidos foram ajustados aos
modelos de pseudo-primeira e pseudo-segunda ordem para
determinar o mecanismo de adsor¢do. A isoterma foi avaliada
incubando o composito Fe;O,@MOF-Zr sob as condigdes
otimizadas, com solugdes de BSA em diferentes concentragdes
(0,75 - 9,00 ug mL™"). Apés incubagdo (2 h, 37,5 °C), as amostras
foram centrifugadas e o sobrenadante analisado por método de
Bradford (A« =595 nm). A capacidade de adsor¢@o foi calculada e
os dados ajustados aos modelos de Langmuir e Freundlich para
avaliar a intera¢@o do material com as proteinas.

Resultados e Discussao

A morfologia das amostras MOF-Zr e Fe;0,@MOF-Zr foi
investigada por microscopia eletrdnica de varredura (MEV).
Conforme ilustrado na Figura 1, o MOF-Zr apresenta uma estrutura
cristalina, embora sem contornos morfologicos bem definidos. Em
contraste, o material Fe;O,@MOF-Zr apresentou morfologia
predominantemente esférica. As demais caracterizagdes serdo
apresentadas no evento.

= <y

Figura 1. (A) Microscopia eletronica de varredura para o MOF-Zr.
(B) Microscopia eletronica de varredura para o Fe;0,@MOF-Zr.

A analise de adsorgdo/dessor¢do de N, para a
Fe;0,@MOF-Zr (Figura 2) revelou uma isoterma do tipo IV, tipica
de materiais mesoporosos. O composto apresentou area superficial
especifica de 186,352 m* g e volume de poros de 0,20028 cm® g”!,
valores favoraveis para a adsor¢ao de moléculas de maior tamanho.
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Figura 2. Isotermas de adsor¢do e dessor¢do de nitrogénio
mostrando as caracteristicas da isoterma do tipo I'V.

A andlise multivariada indicou que as condi¢des ideais para
identificagdo de proteinas de baixa abundancia foram alcangadas
com os parametros: (i) pH 6,2, (ii) tempo de incuba¢do de 39 min ¢
(iii) 49,75 mg de Fe;0,@MOF-Zr. No estudo cinético, verificou-se
melhor ajuste para o modelo matematico de pseudo-segunda ordem
(R?>=0,921), indicando que o processo de adsorcio tem a
quimissor¢do como a etapa determinante do mecanismo,
envolvendo interagdes quimicas fortes entre o material e o
adsorvato. No estudo da isoterma de adsor¢do, o modelo de
Freundlich forneceu o melhor ajuste para os dados experimentais
(R?=0,965). Estes dados indicam que o material apresenta uma
superficie heterogénea, onde a adsor¢do ndo serd uniforme.

Conclusoes

A sintese de Fe;0,@MOF-Zr foi realizada com sucesso. Os estudos
de otimizagdo demonstraram que, sob condigdes controladas (pH
6,2, 39 min, 49,75 mg), o material foi capaz de remover mais de
80% de proteinas de alta abundancia do soro sanguineo. A cinética
de adsor¢do seguiu o modelo de pseudo-segunda ordem e a
isoterma ajustou-se ao modelo de Freundlich, indicando adsorgdo
favoravel em superficie heterogénea. Esses resultados evidenciam o
potencial do FesO4/MOF@Zr como adsorvente de baixo custo para
simplificagdo  do busca de

proteoma, possibilitando a

biomarcadores clinicos.
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