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RESUMO

Titulo: “Simulacdo computacional e sintese de polimero molecularmente impresso
para extracdo em fase sélida (MISPE) de Ciprofloxacina em urina”

Autor: Luiz Diego Marestoni
Orientadora: Maria del Pilar Taboada Sotomayor
Co-orientador: César Ricardo Teixeira Tarley

Palavras-chave: Polimeros com impressdo molecular, extracdo em fase sdlida,
biomimético e Ciprofloxacina.

O aumento mundial na utilizacdo de farmacos € preocupante pelos impactos
ambientais causados e principalmente pela possibilidade de mutagdo genica das
bactérias. A preocupacdo com a Ciprofloxacina se deve a sua aplicagcdo, sendo
utilizado somente em casos mais graves, assim se uma bactéria desenvolve a
resisténcia a este farmaco, provavelmente também conseguira desenvolver
resisténcia aos demais. No entanto, desenvolver métodos analiticos para
determinacao do farmaco em niveis de traco é dificil, seja pela sensibilidade baixa
de algumas técnicas, seja pela presencga de interferentes que nao séo possiveis de
serem separados pelas técnicas tradicionais e que interferem no resultado de
técnicas mais sensiveis. Desta maneira, o desenvolvimento de fases extratoras
seletivas a um determinado farmaco apresenta interesse econémico e social. Os
polimeros moleculares impressos apresentam uma 6tima alternativa de solugéo para
este problema. No entanto, sdo muitas as variaveis para seu desenvolvimento,
dentre elas a escolha do melhor monémero para o complexo de pré-polimerizagao €
de importdncia fundamental para a formacdo da nanocavidade seletiva. Desta
maneira, neste trabalho foi desenvolvido a aplicagdo da simulagcdo computacional
quantica semi-empirica para o entendimento da interacdo da Ciprofloxacina -
mondémero. Foi simulada a interagdo com uma lista de 20 mondmeros mais
utilizados na literatura. As simulagbes foram realizadas utilizando-se os softwares
HyperChem® 8.0.5 para modelagem molecular, pacote de softwares OpenEye®
para verificagcdes e otimizacdo e MMH com MOPAC 2009 para realizagdo dos
calculos quénticos de energia de aproximagao para prever teoricamente o melhor
mondmero para sintetizar o polimero proposto. O MIP foi sintetizado em bulk
utilizando-se acetonitrila como solvente, Ciprofloxacina como molécula molde, EDMA
como agente reticulante, AIBN como iniciador radicalar e, dentre os 20 mondémeros
utilizados nas simulacgdes, trés foram testados para comprovar os resultados
tedricos. A extracdo das moléculas de Ciprofloxacina foi realizada em sistema
Soxhlet com solugédo de etanol e acido acético na proporcéo de 9:1 (v/v). O polimero
resultante foi macerado e tamisado. Foram realizadas as analises de religagao por
isotermas e testes de seletividade. Os resultados das isotermas comprovaram que
as simulagdes computacionais foram uteis, os resultados da seletividade
evidenciaram a existéncia de nanocavidades e que elas sdo até 10 vezes mais
seletivas a Ciprofloxacina em relagao aos interferentes. O MIP mais indicado foi
utilizado em amostras de urina humana e os resultados foram comparados com a
coluna comercial de fase reversa C18. Os resultados mostraram que o MIP pré-
concentrou a amostra mais de cinco vezes e conseguiu limpar os interferentes, além
de conseguir uma recuperagao em média de 102%, enquanto que a coluna C18
apresentou uma recuperacdo de aproximadamente 160%, pois resultou na
concentragao de todos os componentes da amostra que eram apolares.
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The worldwide increase in the drug’s use is worrisome and causes
environmental impacts mainly by the possibility of bacteria’s gene mutation. The
concern with Ciprofloxacin should your application, being used only in severe cases.
If bacteria develop resistance to this drug, can probably also develop resistance to
other. However, developing analytical methods for drug determination in trace levels
is difficult, by the low sensitivity or by the interfering molecules that are not possible
to be separated by traditional techniques and which interfere in the more sensitive
techniques results. Thus, the development of selective extracting phases to a
particular drug has economic and social interests. Molecular Imprinted Polymers
show a great alternative to this problem's solution. However, their development has
many variables. The best choice for the monomer complex pre - polymerization is
crucial for the formation of selective nanocavity. Thus, in this work we apply the semi-
empirical quantum computer simulation to understand the interaction of Ciprofloxacin
- monomer. We simulated the interaction with a list of 20 monomers more used in the
literature. The simulations were performed using the HyperChem ® 8.0.5 software for
molecular modeling, OPENEYE ® software package for verification and optimization
and MMH with MOPAC 2009 to achieve the quantum energy calculation approach to
theoretically predict the best monomer for synthesizing polymer proposed. The MIP
was synthesized in bulk using acetonitrile as a solvent, Ciprofloxacin as template
molecule, EDMA as cross linker, AIBN as radical initiator and the three monomers
that were tested in the simulation to check it. The extraction of ciprofloxacin was
performed in a Soxhlet system with a solution of ethanol and acetic acid 9:1 (v / v).
The resulting polymer was homogenized and sieved. Rebinding analyzes were
performed by isotherms and selectivity tests. The results of isotherms showed that
the computer simulations were useful and the selectivity results showed the
existence of nanocavity up to 10 times more selective with respect to the interfering.
The most appropriate MIP was used in human urine samples and the results were
compared with a commercial C18 reverse phase column. The results showed that
MIP pre-concentrated the sample more to five times, cut out the interfering and
achieve an average recovery of 102% while C18 showed a recovery of nearly 160%
because it resulted in a concentration of all nonpolar components of the sample.
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1. INTRODUGAO

Os farmacos sao imprescindiveis para a melhoria da qualidade de vida da
populacdo. Desde criangas e principalmente no término da vida, os seres humanos
sdo submetidos ao tratamento com farmacos. Visando uma maior qualidade de vida,
as pessoas tém se utilizado cada vez mais desses compostos. Gragcas ao uso dos
farmacos, muitas doencgas crénicas sao mantidas sob controle, prevenindo seu
agravamento. Além de corrigir e resgatar o estado de saude, os farmacos podem
prolongar a vida com certa qualidade em casos de doengas terminais ou ainda
preveni-las, salvaguardando a saude. Em qualquer uma destas circunstancias os
farmacos sdo responsaveis pela melhoria de nossa qualidade de vida, contribuindo
também, diretamente, para o continuo aumento da esperanca de vida da
humanidade (Barreiro, 2001).

Outra aplicagdo que responde pela utilizacdo dos farmacos € a industria
veterinaria que é responsavel pela manutencdo da saude de rebanhos ao redor do
mundo todo. Neste caso, a utilizagdo visa principalmente garantia da produtividade
dos animais, bem como a sanidade, qualidade e abundancia dos alimentos por eles
produzidos. Além disso, a industria farmacéutica encarrega-se de fornecer produtos
que tratem da saude e bem-estar dos animais domésticos. Neste cenario o Brasil
possui um posicionamento consideravelmente expressivo como exportador de carne
bovina para diversos paises e, em virtude disso, tém-se os animais ruminantes como
0s mais relevantes no que diz respeito a venda de farmacos veterinarios no pais,
seguidos pelas aves e suinos.

Atento a esta necessidade, a industria e comércio de produtos farmacéuticos
vem crescendo anualmente. A ultima pesquisa anual de comércio realizada pelo

IBGE (INSTITUO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2011) mostrou
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que os lucros do mercado farmacéutico estiveram sempre acima da média nacional.
Enquanto o comércio em geral registrou produtividade média de R$ 80.929,00", 10
pessoas ocupadas por empresa, salario médio mensal de 3,0 salarios minimos e
taxa de margem de comercializagdo de 24,0%; o comércio de produtos
farmacéuticos registrou produtividade média de
R$ 133.424,00, 16 pessoas ocupadas por empresa, salario médio mensal de 4,3
salarios minimos e a taxa de margem de comercializagédo 59,7%, maior entre os
tipos de comércio pesquisados. Tais informacdes s6 comprovam a que a utilizacao
dos farmacos é cada vez mais crescente.

Levando em consideragdo estas analises, vemos que a utilizacdo de
farmacos é atualmente imprescindivel. No entanto, apds a administracdao, uma parte
significativa dos farmacos é excretada por humanos no esgoto doméstico e pelos
animais, na maioria dos casos, diretamente no leito de rios e no solo. Estudos
demostram que varias dessas substancias parecem ser persistentes no meio
ambiente e ndo sdo completamente removidas quando passam pelas estacées de
tratamento de esgoto (ETEs) (Ternes, 1998; Stumpf et al., 1999; Ternes et al.,
1999). Tais estudos demonstram que muitos farmacos residuais resistem a varios
processos de tratamento convencional da agua.

Assim, o monitoramento de farmacos residuais no meio ambiente gera cada
vez mais interesse soOcio ambiental, devido a muitas serem encontradas
frequentemente em efluentes de ETEs, rios e aguas subterraneas, em
concentragbes na faixa que varia entre ng L' e yg L' (Stumpf et al., 1999). Isto
ocorre devido a prépria caracteristica dos farmacos, que sao desenvolvidos para

serem persistentes, mantendo suas propriedades quimicas para servir a um

' Valores correntes calculados pela divisdo do valor adicionado pelo total de pessoal
ocupado nas empresas.
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proposito terapéutico. Segundo (Mulroy, 2001), entre 50 a 90% de uma dosagem
dos farmacos sdo excretados inalterados e se tornam persistentes no meio
ambiente. O uso desenfreado de antimicrobianos acarreta problemas ambientais,
tais como, a contaminagcdo dos recursos hidricos e a resisténcia que alguns
microrganismos desenvolvem a esses farmacos, como bactérias que podem fazer
mudang¢as no seu material genético (Bila e Dezotti, 2003). Assim, uma bactéria
presente em um rio que contenha tragos de antimicrobianos pode adquirir
resisténcia a essas substidncias e com sua proliferagdo pode acarretar uma
pandemia.

A resisténcia bacteriana tem emergido como um problema mundialmente
importante, fazendo com que muitas classes de antimicrobianos tenham se tornado
menos efetiva nos ultimos anos (Bower e Daeschel, 1999). Algumas vezes, parte da
emergéncia de resisténcia esta relacionada ao uso intensivo ou inadequado desses
compostos, ocasionando a selegcdo de patdgenos resistentes. Pacientes infectados
por bactérias resistentes necessitam de maior tempo de hospitalizagao, apresentam
risco aumentado de mortalidade e utilizam antimicrobianos mais potentes, que
normalmente sdo mais caros e/ou mais toxicos (Gales et al., 1997).

Dentre os farmacos residuais, alguns grupos merecem atengao especial, tais
como os antimicrobianos, devido ao potencial de desenvolvimento de bactérias
resistentes no meio ambiente e pelo uso intensivo em grandes quantidades, tanto na
medicina humana, quanto na medicina veterinaria para o crescimento do gado, de
peixes, de aves e suinos (Loke et al., 2000; Rabolle e Spliid, 2000; Ingerslev et al.,
2001).

A presenca desses farmacos residuais na agua pode causar efeitos

adversos na saude, seja humana ou de outros organismos presentes nas aguas,
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como os peixes. Os efeitos causados no sistema reprodutivo de organismos
aquaticos sdo demonstrados por KANG (Kang et al., 2002), que examinou o efeito
do estrogénio natural 17-B-estradiol no sistema reprodutor dos peixes. SUMPTER
(Sumpter, 1998) descreve a feminilizagado de peixes machos expostos a estrogénios
langados em oito diferentes rios do Reino Unido através dos efluentes de ETE.

Assim, o desenvolvimento de procedimentos para a deteccao de farmacos
em diferentes matrizes € de grande interesse. Atualmente, a determinagcdo destes
compostos é efetuada normalmente por meio de técnicas espectrofotométricas,
eletroquimicas e, na maioria dos casos, cromatograficas (incluindo as modalidades
de cromatografia liquida de alta eficiéncia e gasosa) (Santos, 2009).

Na maioria das técnicas, sdo necessarias etapas de preparo da amostra
visando uma analise posterior, que normalmente contempla etapas de extracao e/ou
pré-concentragédo, de maneira a eliminar os interferentes (limpeza das amostras), ou
pré-concentracdo, de maneira a aumentar o limite de quantificacdo. No entanto,
devido a complexidade de algumas matrizes e aos baixos niveis dos constituintes de
interesse, em alguns casos, o preparo da amostra pode nao eliminar a presenga das
espécies interferentes, sendo impeditivo para algumas técnicas. Situagcbes desta
natureza sdo notadas quando se pretende analisar amostras cujos constituintes de
interesse possuem estruturas moleculares muito similares. Em casos mais
particulares, como por exemplo, na separagao de enantibmeros, mesmo que a etapa
de preparo da amostra propicie a eliminagao dos interferentes, uma separagao
convencional por HPLC utilizando fase estacionaria em fase reversa (silica
modificada com octadecil, C18) ndo possui resolugdo para distinguir os

enantidmeros (Davankov, Kurganov e Bochkov, 1983).
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Desta maneira, o desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais
seletivos e sensiveis € de grande relevancia em diferentes areas do conhecimento,
contemplando, por exemplo, os setores alimenticio, biotecnoldgico, ambiental e
farmacéutico. Neste ponto, as ciéncias analiticas desempenham um papel
fundamental no tocante ao estabelecimento de protocolos analiticos compreendendo
desde preparo da amostra até identificagdo e quantificacdo das espécies de
interesse. Estas consideragées mostram que o emprego de materiais seletivos, tanto
na etapa de preparo de amostra quanto na de separacdo, é relevante,
principalmente em matrizes complexas e quando as espécies de interesse estao
presentes em baixas concentragdes (Tarley, Sotomayor e Kubota, 2005a).

Atualmente, de maneira a tentar solucionar estes problemas, a
biomimetizacdo de interagcdes bioquimicas tem se desenvolvido cada vez mais e
representa um dos maiores desafios em varias areas da ciéncia. A partir deste ponto
de vista, polimeros sintéticos com impressdo molecular, mais conhecidos como MIP
(“Molecularly Imprinted Polymers”) tém atraido consideravel atencdo na ultima
década, pois aparecem como uma ferramenta promissora para o desenvolvimento
de sistemas com reconhecimento biomimético semelhante aos sistemas especificos
enzima-substrato e/ou antigeno-anticorpo (Verli e Barreiro, 2005).

As vantagens dos MIPs ja otimizados em relagdo aos materiais biolégicos
(enzimas e anticorpos) incluem: facil preparo, baixo custo; possibilidade de sintese
em situagdes onde nenhuma biomolécula (receptor ou enzima) se encontra
disponivel ou quando elas possuem um alto pregco e resisténcia a ambientes
adversos nos quais biomoléculas naturais nao resistiriam, como na presenca de
acidos, bases, ions metalicos, solventes organicos, altas temperaturas e alta

pressdo. Ainda, os MIP podem ser armazenados a seco em temperatura ambiente
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por longos periodos de tempo, sem perda do desempenho inicial (Tarley, Sotomayor
e Kubota, 2005b).

Contudo, o desenvolvimento da sintese e aplicacdo dos MIPs séo
procedimentos demorados e com custos elevados, visto demandar uma série de
analises, que utilizam volumes consideraveis de solventes para preparo das
solugdes e das amostras padrao, que tem preco elevado devido a sua pureza. Além
do impacto ambiental causado, pois tais amostras descartadas terdo de ser
devidamente tratadas antes do descarte.

Para contornar esta situagao, a simulagdo computacional surge como uma
ferramenta complementar para o entendimento das interacbes moleculares
predominantes nos MIPs, principalmente quando se trata da pré-selecdo dos
mondmeros funcionais adequados e solventes porogénicos em impressao molecular
(Meier et al., 2012; O'mahony et al., 2013). Recentemente pesquisas de aplicagao
computacional em impressdo molecular tém aumentado continuamente e tem
resultado em simulagdes de sistemas completos de pré-polimerizagado com detalhes
moleculares incluindo concentragdes reais, desta maneira demonstrando o potencial
da modelagem molecular para o planejamento racional dos MIPs.

Com base nas informagdes, no presente trabalho de Tese foi realizada a
melhoria dos parametros de sintese de um MIP utilizando-se de simulacbes
computacionais de maneira a confirmar que o estudo sistematico do complexo de
pré-polimerizagao da impressdo molecular € um dos principais fatores da sintese. O
MIP foi aperfeicoado utilizando-se como molécula molde o antimicrobiano
Ciprofloxacina. A simulagdo computacional foi realizada utilizando-se da mecéanica
quantica com parametros empiricos, de forma a minimizar ao maximo o custo

computacional. Com os resultados da simulagao, foi realizada a sintese de trés MIPs
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distintos, somente quanto aos mondémeros, de maneira a comprovar os dados
obtidos na simulagdo. O melhor MIP foi utilizado para aplicacdo com amostras de
urina humana enriquecida com Ciprofloxacina. Tal trabalho trata sem duvida de uma
contribuicdo significativa para a quimica analitica, principalmente devido o fato de
existir, na literatura, uma escassez de dados sobre o a desenvolvimento por

simulagao semi-empirica do complexo de pré-polimerizagdo de MIPs.

1.1. FLUOROQUINOLONAS

A resisténcia bacteriana tem motivado a busca por farmacos cada vez mais
potentes. No final dos anos 80, as fluoroquinolonas (4-quinolona-3-carboxilatos)
tornaram-se uma excelente opg¢ao para o tratamento de infecgbes causadas por
bactérias aerdbias gram-negativas, pois, além de potentes, esses farmacos
permitiam a continuagao do tratamento por via oral (Gales et al., 1997).

Estes esforgcos resultaram na descoberta de uma série de fluoroquinolonas
com caracteristicas notaveis tanto em relacdo a sua amplitude quanto a intensidade
de suas atividades contra bacilos gram-negativos e cocos in vitro e para a
capacidade de controlar infecgdes sistémicas induzidas experimentalmente com
bactérias selecionadas. Outro fator importante € que estes farmacos permitiram
administracdo por via oral e em doses bem toleradas. O efeito principal do Acido
Nalidixico, e provavelmente de todas as fluoroquinolonas, € o bloqueio da enzima
bacteriana DNA-girase, que € essencial para manter a torcdo super-helicoidal no
DNA e que tem um papel vital no metabolismo e na reprodugao bacteriana, matando
os germes causadores da doenca (Wolfson e Hooper, 1985).

Esta enzima apresenta uma série de atividades, dentre elas, torna a

molécula de DNA do microrganismo compacta e biologicamente ativa. Ao inibir essa
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enzima, a molécula de DNA passa a ocupar grande espacgo no interior da bactéria e
suas extremidades livres determinam sintese descontrolada de RNA mensageiro e
de proteinas, determinando a morte das bactérias. A resisténcia ocorre,
principalmente, por alteracdo na enzima DNA—girase, que passa a nao sofrer agao
do antimicrobiano. Pode ocorrer por mutagdo cromossémica nos genes que Sao
responsaveis pelas enzimas alvo (DNA—girase e topoisomerase V) ou por alteragao
da permeabilidade ao farmaco pela membrana celular bacteriana (porinas), sendo
possivel a existéncia de um mecanismo que aumente a retirada do farmaco do
interior da célula (bomba de efluxo). As fluoroquinolonas sdo bem absorvidas pelo
trato gastrintestinal superior. A biodisponibilidade € superior a 50% e o pico sérico &
atingido em 1 a 3 horas apdés a administragdo. Os alimentos ndo reduzem
substancialmente a absor¢cdo, mas retardam o pico da concentragcao sérica. As
concentragbes na prostata, fezes, bile, pulmao, neutréfilos e macréfagos excedem
as concentragdes séricas, ja as concentragdes na saliva, 0ssos, e liquido cérebro
espinhal sdo menores que as plasmaticas (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
2006).

As quinolonas mais novas como a levofloxacina atingem altas concentragbes
séricas, com concentragdo maxima de 4 mg L' apds administragao de 500 mg por
via oral. Possui meia-vida de 7 a 8 horas, podendo ser administrada tanto por via
endovenosa, como oral, uma unica vez ao dia. A eliminagcdo € predominantemente
renal, aproximadamente 80 a 90%. As principais indicagdes clinicas das quinolonas
sao para o trato génito-urinario, gastrintestinal, respiratério, osteomielites, partes

moles e agao contra microbactéria (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2006).
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Os produtos comerciais mais representativos desta classe de farmacos
incluem os principios ativos: Ciprofloxacina, levofloxacina, ofloxacina, norfloxacina,

acrosoxacina, perfloxacina, cinoxacina, acido nalidixico e besifloxacino.

1.1.1. Ciprofloxacina

A Ciprofloxacina, nome quimico 1-ciclopropil-6-fluor-4-oxi-7-piperazin-1-
ilquinilona-3-acido carboxilico, formula molecular C17H18FN3O3, € um antimicrobiano
ja existente no mercado ha muitos anos. Pode ser adquirido sob a forma genérica ou
pelos similares, incluindo: Bactoflox®, Ciflox®, Cinoflax®, Cipro®, Ciprobiot®,
Ciprocin®, Ciproxil®, Cirok®, Cypro®, Procin®, Proflox®, Quinoflox®. A
Ciprofloxacina & habitualmente comercializada em comprimidos de 250 mg, 500 mg,
750 mg ou 1000 mg. Sua estrutra molecular e dos principais interferentes que
podem estar presentes e interferir em amostras complexas sdo apresentadas na
Figura 1.

Do grupo quimico das quinolonas, classificado como antimicrobiano, a
Ciprofloxacina é indicada para tratamento do trato respiratério, do ouvido médio, dos
seios paranasais (sinusite), dos olhos; dos rins e/ou do trato urinario, dos 6rgaos
reprodutores, inclusive inflamacédo dos ovarios e das tubas uterinas, gonorreia e
infeccdes da prostata, da cavidade abdominal, da pele e de tecidos moles, para
infeccdo generalizada (septicemia), infeccbes ou risco de infecgdo (profilaxia),
descontaminagdo intestinal seletiva em pacientes em tratamento com
imunossupressores, € em criangas e adolescentes € indicado para tratamento de

infeccdo aguda na fibrose cistica. Indicado ainda para terapia imediata e para
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tratamento de antraz apds inalagdo de bacilos (Bacillus anthracis) (Cloridrato de

Ciprofloxacino, 2013).
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Figura 1. Estrutura quimica da a) Ciprofloxacina, b) Cloranfenicol, ¢) Amoxicilina, d)

Tetraciclina, e) Acido Nalidixico, f) Norfloxacina e g) Acido Urico.

A Ciprofloxacina tem se mostrado ativa para a maioria das espécies dos
seguintes microrganismos: Enterococcus faecalis; Staphylococcus aureus;
Staphylococcus  epidermidis;  Staphylococcus  saprophyticus;  Streptococcus
pneumoniae; Streptococcus pyogenes; Campylobacter jejuni; Proteus mirabilis;
Citrobacter diversus; Proteus vulgaris; Citrobacter freundii; Providencia rettgeri
Enterobacter cloacae; Providencia stuartii; Escherichia coli; Pseudomonas

aeruginosa; Haemophilus influenzae; Salmonella typhi; Haemophilus parainfluenzae;
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Serratia marcescens,; Klebsiella pneumoniae; Shigella boydii; Moraxella catarrhalis;
Shigella dysenteriae; Morganella morganii; Shigella flexneri; Neisseria gonorrhoeae;
Shigella sonnei (Dailymed, 2010).

Devido a sua toxicidade, com largo historico de efeitos adversos debilitantes,
€ apropriado somente quando antimicrobianos melhores tolerados tiverem sido
ineficientes para curar a infecgdo. A concentragao maxima de Ciprofloxacina no soro

sanguineo & mostrada na Tabela 1 para as doses de 250 mg até 1000 mg.

Tabela 1. Concentragédo maxima de Ciprofloxacina no sangue (Dailymed, 2010).

Dose (mg) Concentragdo Maxima (ug mL™")
250 1,2
500 2,4
750 4,3
1000 5,4

Em alguns tecidos pode existir um excesso de concentragao,
particularmente em tecidos genitais, incluindo a préstata. Em sua forma ativa, a
Ciprofloxacina esta presente na saliva, secrecdes nasais e bronquicas, mucosas dos
seios, fluido da vesicula cutanea, linfa, liquido peritoneal, bile e secre¢des da
prostata. Aproximadamente 40 a 50% da dose administrada oralmente é excretada
na urina como farmaco inalterado. Apdés uma dose oral de 250 mg, a concentragao
na urina usualmente € maior que 200 yg mL™" durante as primeiras duas horas e
aproximadamente 30 yg mL™' entre 8 e 12 horas depois da dosagem. A excregao
total é virtualmente completada depois de 24 horas (Dailymed, 2010)- Na Tabela 2
esta apresentada a dose que deve ser prescrita para alguns tipos de infecgdo em

que se utiliza o farmaco.
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Tabela 2. Guia de dosagem para adultos (Dailymed, 2010).

Infecgao Dose Frequéncia Duracao
Trato urinario 500 mg 12 h 7 a 14 Dias
Prostatite bacteriana crénica 500 mg 12 h 28 Dias
Do trato respiratério inferior 750 mg 12 h 7 a 14 dias
Sinusite Aguda 500 mg 12 h 10 dias
Pele e estrutura da pele 750 mg 12 h 7 a 14 Dias
Ossea e articulacdes 750 mg 12 h 4 a 6 semanas
Intra-Abdominal 500 mg 12 h 7 a 14 Dias
Diarreia infecciosa 500 mg 12 h 5a 7 Dias
Febre Tiféide 500 mg 12 h 10 Dias
Infeccao uretral e do colo do utero 250 mg Dose unica Dose unica
Inalacédo de Antrax (pos exposicdo) 500 mg 12 h 60 Dias

Desta maneira, levando-se em consideragao que a dose € elevada e grande
quantidade dela é excretada diretamente pela urina, o trabalho de desenvolvimento
de um material que permita a identificacdo em amostras de urina é de grande
relevancia, pois permite estudar a excregdo por pacientes que estejam em

tratamento com a Ciprofloxacina com melhor sensibilidade e Limite de Detecgao.

1.1.1.1. Impactos Ambientais

Como citado anteriormente, quando um farmaco é utilizado em tratamento

clinico, devido a sua baixa biodegradacao e/ou atenuagao natural, ele € comumente
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descartado juntamente com a urina. Estes farmacos deveriam seguir primeiramente
as ETEs. Encontrar farmacos nestas estacdes é esperavel, porém é preocupante.

No entanto, sabe-se que boa quantidade do esgoto no Brasil é descartada
diretamente nos lagos e rios, 0 que agrava ainda mais o cenario ambiental do pais.
Segundo a Pesquisa Nacional de Saneamento Basico 2008 realizada pelo IBGE, (
INSTITUO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2008) apenas 55 % dos
municipios brasileiros tém o servigo de coleta de esgoto e mais alarmante, apenas
28% tém servigo de tratamento de esgoto. Considerando que a pesquisa levou em
consideragao que 0s municipios em que pelo menos um bairro (ou apenas parte
dele) é suficiente para dizer que o municipio tem tratamento de esgoto, o cenario
brasileiro se revela alarmante. Desta maneira, a maioria dos farmacos residuais em
urina no Brasil é despejada diretamente nos leitos de rios.

A ocorréncia de farmacos residuais no esgoto doméstico e aguas naturais é
um importante tépico de interesse internacional, e atualmente sdo considerados
“‘Contaminantes Emergentes”. Estudos demonstram que esses farmacos e seus
metabdlitos estdo presentes em ambientes aquaticos em varias partes do mundo.
Kolpin e colaboradores (Kolpin et al., 2002) detectaram antimicrobianos, como
tetraciclinas  (oxitetraciclina, tetraciclina e clorotetraciclina), sulfonamidas
(sulfadimetoxina, sulfametazina, e sulfametoxazol), macrolideos (roxitromicina,
claritromicina), fluoroquinolonas (Ciprofloxacina, norfloxacina), lincomicina,
trimetoprim e tilosina, em amostras de aguas superficiais nos Estados Unidos.

Quando um farmaco é despejado no meio ambiente, ha trés destinos
possiveis para ele (Bila e Dezotti, 2003):

1. Pode ser biodegradavel, ou seja, mineralizado a gas carbdnico e

agua, como por exemplo, o acido acetilsalicilico;
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2. Pode passar por algum processo metabdlico ou ser degradado
parcialmente, como as penicilinas;

3. Pode ser persistente como o clofibrato, que € um antilipémico.

No entanto, ainda hoje pouco se conhece sobre as rotas dos farmacos no
meio ambiente. A Figura 2 apresenta um esquema que sugere possiveis caminhos

para os farmacos quando descartados no meio ambiente.

Aplicagao Producao
Medicina Medicina Aquicultura
Veterinaria Humana Inddstria
Excrecao l l
Esterco Esgoto Sedimento Aterro ~ Estagdo de
Sanitario tratamento
de efluentes
Solo ETE < industriais
v \
Agua de Subsolo Aguas Superficiais Q
Estacdo de Tratamento de Agua Agua Potavel

Figura 2. Possiveis rotas dos farmacos quando descartados no meio ambiente (Bila
e Dezotti, 2003).

Desta maneira, para proteger a saude da populagdo a agua potavel passa
por processos de tratamento. Estes processos devem ser tao eficientes quanto o
necessario para eliminar/separar os componentes organicos indesejaveis, 0s micro-
organismos e o0s compostos antropogénicos da agua que é distribuida para a
populacao.

No entanto, o que se observa atualmente é que o principal propdsito do
tratamento de agua é a remogao dos compostos organicos, turbidez e os micro-

organismos da agua, em detrimento a atengdo aos compostos antropogénicos.
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Técnicas, tais como a coagulagédo e filtracdo, sdo eficientes para remogédo dos
compostos organicos e da turbidez, mas tem se mostrado ineficientes para a
eliminagcdo de compostos farmacéuticos (Gibs et al., 2007). Assim, os farmacos,
além de causar os possiveis danos ja citados, também podem agir diretamente na
populacdo, o que pode causar problemas a sua saude, de maneira adversa ao seu
propdsito.

No trabalho de Vieno e colaboradores (Vieno et al., 2007) foi apresentado
um estudo sobre novas técnicas para separacao e/ou eliminagdo de 13 farmacos
que se mostraram mais efetivas, tais como absorgéo por carvao ativado ou granular,
oxidagao por ozonio e separagao por membranas. O estudo mostrou que na maioria
dos casos, apds a utilizacdo das novas técnicas, a maioria dos farmacos foram
eliminados e apresentaram concentragbes menores que o limite de quantificacao
(LQ), entretanto, dos farmacos estudados, a Ciprofloxacina ndo apresentou redugao
na concentracdo e foi detectada no final do tratamento com praticamente a mesma
concentracao.

Como nao se conhece adequadamente os efeitos causados pela exposi¢cao
cronica de baixas concentragbes de compostos farmacéuticos por longos periodos

de tempo a separacao destes compostos é de grande relevancia.

1.1.1.2. Métodos utilizados para determinagao de Ciprofloxacina

Atualmente existem diversos métodos reportados na literatura que podem
ser aplicados para analise da Ciprofloxacina.

A espectrofotometria visivel e ultravioleta (UV-Vis) € um dos métodos
analiticos mais usados nas determinagdes analiticas em diversas areas. Os
compostos organicos que possuem dupla ligacao absorvem fortemente a radiagcéo

no comprimento de onda do ultravioleta remoto, como no caso da Ciprofloxacina.
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No trabalho de Fratini (Fratini e Schapoval, 1996) pode-se observar a
aplicacao da técnica para a quantificagdo de Ciprofloxacina. No trabalho foi utilizado
1% de nitrato de ferro (lll) e 1% de acido nitrico para formagao de um complexo com
a Ciprofloxacina, o que resultou em uma solugdo amarela alaranjada com um
maximo de absorgdo de 435 nm e estavel por 60 min. No entanto, a técnica é
ineficiente para amostras complexas. A faixa de absorcdo dos compostos
interferentes sdo amplas, o que resulta em picos largos que se sobrepbéem ao pico
da Ciprofloxacina, o que prejudica a recuperacéo analitica do método.

Outra técnica possivel é a eletroforese capilar que se baseia na relagéo
carga/massa. Tal técnica tem sido utilizada tanto para determinagdo em amostras
sodlidas quanto fluidos bioldgicos. Michalska e colaboradores (Michalska, Pajchel e
Tyski, 2004) compararam os resultados de linearidade, limite de deteccédo (LD) e
quantificagao (LQ), precisao e exatiddo com os resultados obtidos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Os resultados se mostraram promissores, apesar de
relativamente menos eficientes que os de cromatografia.

A cromatografia eletrocinética capilar também é uma técnica promissora. Tal
técnica envolve a combinacao da eletroforese e a interagdo do analito com aditivos
(por exemplo, surfactantes), que forma uma fase dispersa que se move com
velocidades distintas. Chen e colaboradores (Chen et al., 2012) utilizaram a técnica
para separacgao de fluoroquinolonas. No entanto, nestas aplicagdes as condigdes de
melhoria dos resultados despendem de grande investimento e tempo. As condi¢gdes
aperfeicoadas no caso de Chen resultaram em um cromatograma com 15 min de
medida.

A cromatografia em camada delgada € uma das técnicas mais utilizadas

para separacdo e identificacdo de farmacos. E realizada sobre uma placa de vidro,
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plastico ou folha de aluminio, revestida com uma fina camada de material
adsorvente, geralmente silica-gel, 6xido de aluminio ou celulose. Apresenta a
vantagem de utilizar pouco solvente e amostra. Existe grande quantidade de fases
estacionarias e solventes disponiveis comercialmente para esta técnica. Nyamweru
e colaboradores (Nyamweru et al., 2013) utilizaram a técnica para determinacao de
Ciprofloxacina utilizando acetona-agua-aménia (30:3:5, v/v) como fase médvel. O
problema da técnica € a dificil reprodutibilidade, pois € muito dificil a confeccéo de
duas placas idénticas, com a mesma quantidade de amostra, além da dificuldade de
determinacgao exata do fator de retencao.

A extracdo em sistemas de duas fases aquosas apresenta potencial
tecnologico para separagao e enriquecimento de farmacos. A técnica consiste na
separacdo da molécula-molde e impurezas baseada em suas diferentes
solubilidades nas fases liquidas. No trabalho de Chen e colaboradores (Chen et al.,
2014) a técnica foi utilizada para separagao e enriquecimento de Ciprofloxacina. O
principal problema da técnica consiste em ser destrutiva, com resultados que
dependem de grandes investimentos e a poluicdo do meio ambiente, visto a grande
quantidade de solventes utilizados na técnica.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) é a técnica mais frequentemente utilizadas para a determinacao
de fluoroquinolonas. A HPLC é o método oficial de identificagdo e doseamento
segundo a farmacopeia brasileira (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2002).
Segundo a farmacopeia, na cromatografia deve-se utilizar um cromatdgrado provido
de detector ultravioleta ajustado a 278 nm, coluna de 250 mm de comprimento e 4
mm de diametro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a

octadecilsilano (C18, 3 um a 10 ym de diametro de particula), mantida a 30 °C e
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com fluxo de 1,5 mL min-' de acido fosforico 0,025 mol L' com pH previamente
ajustado com trietilamina para 3,0 (£0,1) e acetonitrila (87:13, v/v) como fase movel.

A HPLC é uma técnica amplamente empregada para a determinacédo de
Ciprofloxacina tanto em fluidos bioldgicos, produtos comestiveis de origem animal,
alimentagcdo e formulagdes farmacéuticas (Kamberi et al., 1998; Liang, Kays e
Sowinski, 2002; Zotou e Miltiadou, 2002; Kassab et al., 2005; Vybiralova et al., 2005;
Uslu et al.,, 2008). No entanto, na maioria dos casos sdo reportadas dificuldades
para escolha da fase movel e principalmente para preparagcao das amostras.

Assim, métodos analiticos que possibilitem a realizacdo de analises com
maior versatilidade, baixo custo e simplicidade sdo sempre desejaveis. Atualmente
os principais materiais utilizados para a determinagdo desses compostos sédo as
colunas C18 que, no entanto, sdo uteis para qualquer composto organico apolar; ou
a utilizacdo de enzimas em sensores, que sao frageis e caras.

Uma metodologia analitica alternativa para deteccédo de Ciprofloxacina é
baseada na impressao molecular de polimeros. A alta estabilidade e seletividade
destes materiais surgem como uma alternativa para o desenvolvimento de
dispositivos biomiméticos. Desta forma, as vantagens oferecidas pelos polimeros
com impressao molecular ficam bastante claras. Sao diversas as técnicas de
produgao e validagdo destes polimeros, e a seguir sao apresentadas algumas das

estratégias que tém sido empregadas.
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1.2. POLIMEROS SINTETICOS COM IMPRESSAO MOLECULAR (MIP)

1.2.1. Aspectos Histéricos

O reconhecimento molecular € um requisito fundamental dos sistemas vivos
e é o principio de defesa de nosso organismo contra corpos estranhos, o que nos
garantiu a sobrevivéncia ao longo dos tempos. Assim, ndo é surpreendente que 0s
cientistas tenham investido grandes somas de tempo e esforgo na tentativa de
mimetizar fungdes bioldgicas responsaveis pela seletividade inerente as interagdes
enzima-substrato, antigeno-anticorpo e farmaco-receptor.
Na histéria do desenvolvimento da mimetizacdo, trés momentos sao
sublinhados para o aperfeicoamento da técnica:
1. A primeira teoria sobre as enzimas de Berzelius em 1835 (Sellergren,
2000);
2. A teoria dos receptores de Ehrlich (Limbird, 2004);
3. A teoria de formagédo dos anticorpos de Pauling em 1940 (Pauling,
1940).

Pauling foi um dos primeiros a afirmar que o antigeno se porta como uma
molécula molde e os anticorpos eram modelados ao redor dessa molécula, gerando
configuracbes complementares altamente seletivas (Pauling, 1940).

Contemporaneamente, a invengao da impressao molecular é dada a Polyakov
(Polyakov, 1931) que preparou uma silica pela acidificacao de solugdes de silicato
de sodio, que apds a secagem do polimero da silica gelatinosa, proporcionou uma
matriz rigida. Neste trabalho é reportado o efeito da presenca de (NH4)2COs

(carbonato de amébnio) como iniciador, que quando posto em um béquer no

Luiz Diego Mavrestoni - Tese de Doutorado -70 / UNESP-Ar



Capitulo I - Introducdo | 42

dessecador contendo um aditivo, a quantidade de adsorcao de diferentes aditivos se
mostrou dependente da estrutura do aditivo presente no processo de secagem.
Neste caso, Polyakov concluiu que a diferenga na taxa e extensdo da polimerizagéo
da silica foi devido a utilizacdo de um acidificante fraco, que resultou em uma
seletividade aos aditivos utilizados durante a sintese (tolueno, benzeno ou xileno).

A partir de entdo o interesse pela técnica é acentuado. O ano de 1972 é
marcado com o inicio das técnicas de impressdo molecular como a conhecemos
atualmente, quando os laboratorios de Wulff (Wulff e Sarhan, 1972) e Klotz
(Takagish.T e Klotz, 1972) publicaram independentemente a preparagcdo de
polimeros organicos com ligantes seletivos predeterminados. Nestes trabalhos
moléculas moldes, ou derivados delas, foram adicionadas durante a polimerizacéo e
puderam ser reconhecidas posteriormente pelos polimeros molecularmente
impressos (MIPs).

No entanto, estes trabalhos envolviam ligagdes covalentes e a retirada das
moléculas para a producdo das nanocavidades seletivas apresentava um custo
elevado. Arshady e colaboradores (Arshady e Mosbach, 1981) foram os pioneiros a
publicar um artigo sobre um MIP em que a molécula molde interagia com o polimero
por meio de ligagcbes nao covalentes. Outro desenvolvimento relevante para as
aplicagdes atuais foi realizado por Whitcombe e colaboradores (Whitcombe et al.,
1995) que sintetizaram um MIP onde molécula molde e o mondémero funcional
interagem por ligagbes covalentes no momento da sintese e, por ligagdes nao
covalentes no momento do reconhecimento.

Apesar disso, o interesse pela técnica de impressao molecular é recente e
se acentua principalmente durante 1997 com aproximadamente 80 artigos originais

que foram publicados e chamaram a atengdo da comunidade cientifica e comercial.
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Na Figura 3 é apresentada a quantidade de artigos publicados ao longo das ultimas

décadas.
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Figura 3. Evolugdo da publicagdo anual de trabalhos utilizando o conceito de
“Molecularly Imprinted Polymer”.

Em um trabalho realizado por Piletsky e colaboradores (Piletsky, Alcock e
Turner, 2001) foi reportado que existiam em 2001, 18 grupos de pesquisas
concentrados na Europa, 15 nos Estados Unidos e Canada e 26 no continente
Asiatico. O crescimento destes grupos para o periodo foi igual ao numero de
trabalhos publicados, 0 que mostra que o interesse pela area é generalizado. Neste
mesmo trabalho, € interessante apontar que as ciéncias na area de separagao
contemplam 36% das aplicagbes dos MIP, 34% correspondem a ciéncia de
materiais, 19% ¢é atribuido ao desenvolvimento de sensores, 6% concentra os

trabalhos na area de catalise e 5% ao uso dos MIP com fungbes especiais, em

2 Busca realizada no dia 26 de abril de 2014 utilizando o buscador SciFinder.
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especial como materiais para liberagdo controlada de farmacos, ou seja, as técnicas
de separacdo se mostram como uma area em pleno desenvolvimento e interesse

mundial.

1.2.2. Estratégias e procedimentos de impressao molecular

Em linhas gerais, os MIP s&o obtidos por polimerizagdo na presenga de uma
molécula molde a ser impressa (template), de tal forma que um esqueleto polimérico
é formado ao redor deste ou de uma molécula com estrutura analoga. Atualmente, a
polimerizagao por radicais livres (ou crescimento em cadeia) constitui 0 método de
sintese mais importante para a conversdo de mondémeros em polimeros, sendo
largamente explorada na produgao industrial de diversos plasticos importantes, isto
ocorre pelo fato de muitos mondémeros com grupos vinil estarem comercialmente
disponiveis a baixo custo (Sousa e Barbosa, 2009).

Apos a polimerizagdo, a molécula que foi impressa €& removida por
dissolugéo ou evaporagao (quando sao analitos volateis), revelando sitios de ligagéo
(nanocavidades) que s&o complementares em forma e tamanho do analito de
interesse. Com esta estratégia, o resultado € uma “memaria” molecular no polimero,
que é apropriada para que ocorra um processo de inclusdo reversivel e um
enriqguecimento seletivo do analito (Tarley, Sotomayor e Kubota, 2005a). A Figura 4

mostra um esquema genérico da preparagao de um MIP.
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Figura 4. Representagédo esquematica do processo de impressao molecular.

Todas as etapas de sintese tém sua importancia, suas escolhas definem as
caracteristicas desejadas e devem ser planejadas detalhadamente. Varias
pesquisas foram e tém sido desenvolvidas para o entendimento das bases fisicas do
reconhecimento molecular, isto €, o porqué de duas moléculas interagirem ou nao.
Um dos tratamentos termodindmicos mais elucidativos da formacdo dos MIPs foi
proposto for Willians (Williams et al., 1991) e pode ser utilizado para o entendimento
tanto dos eventos que dao origem para o efeito de impressao, durante a sintese de

MIP, quanto para os eventos de reconhecimento, conforme equacéo (1).

AGbind = AGt+T + AGr + AGh + AGvib + z AGp + AGconf + AGUdW (equa(}éo 1)
onde as variagdes na energia livre de Gibbs sdo: AGy;,4, formacdo do complexo;

AG;,,, translacional e rotacional; AG,, restricao de rotores para complexagao, AGy,
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interagdes hidrofébicas, AG,;;,, modos de vibragéo residuais suaves; ). AG,, a soma
das contribuigbes dos grupos polares que estdo interagindo; AGc,,r, mudancgas

conformacionais; e AG, 4y, interagdes de van der Waals desfavoraveis.

A primeira etapa a se estudar para produ¢ao de um MIP é a molécula molde.
E nela que os grupos funcionais dos monémeros deveréo se ligar primeiramente, de
maneira a formar a organizagédo espacial da cavidade seletiva. Algumas moléculas,
devido a varios fatores, ndo sao favoraveis para realizagdo de impressao molecular
por radicais livres, pois ndo sao quimicamente inertes ou ndo sao susceptiveis a
participar em reagdes radicalares. Em outros casos, tais moléculas ndo sao estaveis
a temperaturas superiores a 60 °C ou a radiagdo UV. Nestes casos a molécula
molde deve ser primeiramente modificada de maneira a suprir as demandas da
sintese.

Apos a definicdo da molécula a ser estudada (molde), a proxima etapa
consiste na selegdo do monémero que apresente uma melhor afinidade com ela. Um
dos fatores que indicam a melhor interagao é o estudo da formagao do pré-complexo
(pré-polimerizagédo, molde mais mondémero) que apresente a maior variagdo na
energia livre de formagao do complexo, conforme equagéo 1.

Durante as sinteses, 0 que se percebe € que normalmente se utiliza uma
razdo molar de mondmeros funcionais em relacédo a molécula-molde superior a um,
chegando a até oito vezes em alguns casos, de modo a favorecer a associagao
entre as moléculas. Na maioria dos casos emprega-se um mondmero doador de
proton (carater acido), quando a molécula molde é aceptora de préton (carater
basico), ou vice-versa. O acido metacrilico e a 4-vinilpiridina sdo os mondmeros mais
reportados para a sintese de MIP na literatura para moléculas basicas e acidas,

respectivamente (Figueiredo, Dias e Arruda, 2008). Conforme citado por Tarley e
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colaboradores (Tarley, Sotomayor e Kubota, 2005a), na literatura pode-se encontrar
em torno de 20 monémeros mais frequentemente utilizados na sintese de novos
MIPs. Na Tabela 3 é apresentada a estrutura quimica, nome e siglas utilizadas para

estes monémeros.

Tabela 3. Mondémeros para sintese de MIPs organicos ndo covalentes.

Sigla Monémero Funcgéo Estrutura Quimica

M1 N, N-metileno bis- neutro
acrilamida H2C\/k NH/\/CHZ

] O
Acido imidazol-4- L N .
M2 acrilico acido (JMOH
N

Etil éster de acido L. N O
M3 imidazol-4-acrilico acido \( / N
O
M4 Acid ili acid
cido acrilico acido H,C= oH
@)
M5 Acrilamida neutro
Hzc;H_NHZ
M6 Acroleina neutro H,C=>=0
M7 Alilamina base H,C=>-NH,
M8 Acrilonitrila neutro H,C= =N

M9 Etilenoglicol neutro Q CH2
dimetacrilato /\/ OH
(2-Aminoetil)-

M10 metacrilamida base HO O/\/NHZ

’ HO CH, O
M11 Acido o a
metilenosuccinico
O OH
HC. o
M12  Acido metacrilico  acido M
H4C OH
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Lo i g
M13 1,3-divinilbenzeno neutro |
\/
/\ACHz
M14 1,4-divinilbenzeno  neutro |
HoClx ~F
H,C—
M15 Estireno neutro \©
N
M16 1-vinilimidazol base \ \W
N——CH,
NS Xen,
M17  2-vinilpiridina base |
=
X XcH,
M18  4-vinilpiridina base |
NV/
Acido 2-acrilamido- |C|J O
M19 2-metil-1-propano-  acido HO—S\/%NHJJ—_CHZ
sulfénico 8
H2C\\ //O
2-hidroxietil
M20 metacrilato neutro H C/ \O_/_OH
3

Quando sdo usados dois ou mais monémeros funcionais em simultaneo,
torna-se importante levar em consideracao as razées molares entre eles, de maneira
que promovam a sua reatividade e de modo a assegurar a ocorréncia de
copolimerizagdo. Tem-se que levar em consideragdao que a complexacdo de uma
molécula-molde por um mondmero funcional pode influenciar sua reatividade, isto
devido a perturbagdes eletrbnicas e/ou estéricas do mondmero (Sousa e Barbosa,

2009) e assim, ser um fator impeditivo para a formag¢ao do MIP.

O préximo passo é a escolha de um agente de reticulagao adequado e a sua

razao molar em relagdo a molécula molde. A escolha e razdo adequadas sé&o
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fundamentais para o desenvolvimento de um polimero nem rigido e nem flexivel
além do necessario. O agente de reticulagdo usado na obtengcdo de um MIP
desempenha trés fungdes principais (Sousa e Barbosa, 2009):
1. Controle da morfologia da matriz polimérica (polimero do tipo gel,
polimero mesoporoso, macroporoso ou po microgel);
2. Estabilizagdo dos locais de ligagdo com capacidade de
reconhecimento molecular;
3. Estabilizacdo mecanica da matriz polimérica.

Um polimero impresso adequadamente deve apresentar um elevado grau de
reticulacdo, de maneira que o polimero resultante seja poroso e que estes poros
permaneg¢am até sua utilizagao, inclusive por diversos ciclos, ou seja, que resulte em
polimeros com estabilidade mecanica alta.

O emprego adequado de reagentes que promovam ligagdes cruzadas no
polimero devem conferir a ele, além da estabilidade do complexo “analito-
mondmero” e, consequentemente, a rigidez da nanocavidade formada, a
seletividade destes polimeros. O etilenoglicol dimetacrilato (EDMA) tem sido o
agente reticulante mais utilizado nas publicagées atuais, pois promove a formagao
de polimeros térmica e mecanicamente estaveis, e com rapida transferéncia de
massa. O EDMA combina um éster metacrilato reativo com um espacador curto,
permitindo um namero elevado de conformacdes.

Outros reagentes de ligagdo cruzada tém sido investigados, conforme
estrutura quimica apresentada na Figura 5, mas apenas o trimetilpropano
trimetacrilato (TRIM) tem apresentado resultados similares ou melhores que o EDMA

(Tarley, Sotomayor e Kubota, 2005a).
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Figura 5. Estruturas moleculares dos agentes de reticulagdo mais utilizados para
sintese de MIPs. (a) etileno glicol dimetacrilato (EDMA); (b) N,N’-metileno-bis-
acrilamina; (c) N,O-bisacriloila-L-fenilalaninol; (d) N,N’-fenilendiacrilamida e (e)
trimetilpropano trimetacrilato (TRIM).(f) tetrametileno dimetacrilato (TDMA); (g)
divinilbenzeno  (DVB); (h) 1,3-diisopropenil benzeno (DIP); (i) 2,6-
bisacriloilamidopiridina; (j) 1,4-diacrilol; (k) anidroeritrotol dimetacrilato; (I)
isopropilenebis(i,4-fenileno) dimetacrilato.

QOutra escolha importante na sintese do MIP que influencia suas
caracteristicas morfolégicas € o solvente escolhido, denominado solvente
porogénico. O solvente porogénico constitui o meio onde estdo presentes todos os
componentes da polimerizagdo (molécula-molde, mondmeros funcionais, agente
reticulante e iniciador). Sua escolha, juntamente com as moléculas da sintese,
determinara a porosidade dos polimeros. Como se deseja polimeros porosos, a
escolha adequada do solvente € crucial para o desempenho do MIP. Baixas

porosidades e, portanto, pequenas areas superficiais representam normalmente
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polimeros com baixa capacidade de reconhecimento molecular, basicamente devido
a lenta difusdo dos analitos em diregdo aos sitios seletivos localizados nos
MiCroporos.

Em situagdes de sintese, a selegdo do solvente porogénico ideal, que néo
interfira na interagdo analito-monémero-reticulante e que garanta uma morfologia
adequada, é uma tarefa ardua que demanda grande quantidade de tempo e
investimento.

Estudos apontam que solventes porogénicos com caracteristicas apolares e
com baixa constante dielétrica sdo os mais indicados para sintese devido a sua
capacidade para estabilizar pontes de hidrogénio, entretanto, demonstram também
que o melhor meio para o posterior reconhecimento da molécula molde € o mesmo
meio em que foi feita a sintese (Tarley, Sotomayor e Kubota, 2005a). Isto representa
um entrave, principalmente para os farmacos e alguns pesticidas, visto que estes
normalmente ndo sao soluveis em meios apolares e, consequentemente, estes MIPs
terdo de ser polimerizados em meios polares, como o Metanol ou Agua e desta
maneira, a extragdo e/ou pré-concentragao direta destas amostras por estes MIPs
devera exibir teoricamente seletividade menos pronunciada pela espécie de
interesse.

Para contornar esta situacédo, pode-se realizar uma extracado prévia liquido-
liquido da molécula molde, ou realizar a polimerizagdo em meio polar,
principalmente em agua/metanol, a fim de suprir as mesmas condi¢des na etapa de
extracdo em meio aquoso. Para estes MIPs, o reconhecimento molecular durante a
sintese é resultado de uma combinacado de interacbes hidrofobicas e ibnicas do
analito com os grupos quimicos do monémero (Caro et al.,, 2006a). Ainda, de

maneira a minimizar a influencia das moléculas de agua durante a sintese, espera-
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se que sejam escolhidos analitos que apresentem principalmente interagdes
hidrofébicas, caso contrario, as moléculas de agua do meio podem impedir, por meio
de um efeito competitivo, a retengcdo dos analitos na cavidade do MIP (Baggiani et
al., 2001). Na Figura 6 s&o apresentadas as estruturas moleculares dos solventes

mais utilizados como porogénicos.

H H
e e
" " OH
(b) (©) (d)
oo T j |
Cl~‘—ol Q H | | H H+CI
Cl H H

(9) (h) (i) )

Figura 6. Estruturas moleculares dos principais solventes porogénicos utilizados
para sintese do MIP (a) Metanol; (b) Etanol; (c) Isopropanol; (d) Acetonitrila; (e)
Tolueno; (f) Cloroférmio; (g) Tetrahidrofurano; (h) Acetona; (g) Octanol; (j)
Diclorometano.

Na polimerizagdo, apds adicdo do reagente de reticulagdo, deve ser
acrescentado um iniciador radicalar ao meio reacional. Esse, por sua vez sofre
quebra em sua estrutura, ou por radiacdo UV ou aquecimento, gerando radicais
responsaveis pelo inicio da reagao de polimerizagdo (Cormack e Elorza, 2004).

A Figura 7 apresenta alguns exemplos de iniciadores tipicos empregados
com essa finalidade. Em relacdo a sua escolha, depende do método selecionado
para a sintese. Nos casos em que a molécula-molde é fotoquimica ou termicamente
instavel os iniciadores que sao ativados por estes nao sao adequados. Isto ocorre,

por exemplo, nos casos em que a reacdo de complexagao € conduzida por ligagbes
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de hidrogénio, onde s&o preferiveis temperaturas de polimerizagao inferiores, e
nessas circunstancias, os iniciadores ativados por radiacdo UV sdo os mais
adequados por serem eficientes a baixas temperaturas. Na Figura 7 estéo
apresentadas as estruturas quimicas de alguns agentes iniciadores de polimerizagao

mais utilizados na literatura.

(d) (e)

Figura. 7. Estrutura quimica dos principais iniciadores radicalares utilizados para
sintese dos MIPs: (a) 2,2-azo-bis-iso-butironitrila  (AIBN); (b) azo-bis-
dimetilvaléronitrila; (c) dimetilacetal de benzoila; (d) peréxido de benzoila e (e) acido
4,4’-azo-bis-(4-ciano pentaendico).

Deve-se também levar consideracdo na sintese a presenga de oxigénio ao
meio reacional. O gas oxigénio retarda (diminui a velocidade) a polimerizagdo por
radicais livres, assim, de maneira a maximizar a taxa de propagag¢ao dos
mondmeros e para assegurar a boa reprodutibilidade das polimerizagdes, €
desejavel a remocgao total do oxigénio dissolvido da solugdo de mondémeros
imediatamente antes da polimerizagdo. Esta remocgcdo pode ser conseguida

simplesmente ultrassonificando a solugdo ou borbulhando um gas inerte
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(normalmente nitrogénio ou argbnio) nela. Para casos de necessidade de
degaseificagdo mais rigorosa o método de congelar e descongelar utilizando bomba
de vacuo pode ser necessario (Cormack e Elorza, 2004).

Como citado anteriormente, no processo de impressao molecular a molécula
molde é de importancia central, € nela que existira a organizagdo dos monémeros
que garantirdo a seletividade do polimero. Desta maneira, para realizar o teste de
desempenho de um MIP se produz também um polimero de controle (NIP, Non
Imprinted Polymer). Para sintese do NIP todos os protocolos do MIP devem ser
seguidos de maneira idéntica, exceto pela adigdo da molécula molde ao meio
reacional, o que nao confere a este polimero a formagao da cavidade seletiva. No
entanto, o NIP também possui sitios de ligagdo aleatoriamente distribuidos
disponiveis, de maneira que ele também apresenta uma adsor¢cdo da molécula
molde, podendo ser tdo ou mais adsorvente que o MIP em alguns casos.

O que justifica a sintese do MIP € a comparagdo com outros polimeros,
principalmente o NIP, quanto a preferencia na adsorcdo da molécula molde em
relacdo a outras presentes na amostra. Neste caso, o MIP devera adsorver muito
mais a molécula molde em relacao ao interferente que o NIP, que devera adsorver
uma quantidade aproximadamente igual das duas, analito e interferente, pela néo
especificidade da distribuicao das ligagoes.

O método mais utilizado para preparo dos MIPs é o método conhecido por
polimerizacdo em “bulk”’. Neste meétodo a reacdo é realizada em um sistema
homogéneo em um frasco selado contendo o(s) monémero(s), a molécula molde,
solvente porogénico, agente reticulante e o iniciador radicalar. A reagéo ocorre na
auséncia de oxigénio borbulhando-se N2 ou Ar e induzida com aquecimento e/ou

radiacdo UV. Por fim, o sélido polimérico resultante € moido, homogeneizado com

Luiz Diego Mavrestoni - Tese de Doutorado -70 / UNESP-Ar



Capitulo I - Introducdo | 55

uma peneira, e entdo, € finalmente submetido a uma lavagem com solvente
apropriado para extracdo do analito, visando seu uso posterior, conforme
representado na Figura 8. Este método é conhecido como método universal de

polimerizagao, por ser o mais aplicado.

N2ouAr
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Figura 8. Esquema de polimerizagao em bulk.

Contudo, devido ao processo de trituracado, impreterivelmente os polimeros
resultantes da polimerizagdo em bulk resultam em particulas com formatos
irregulares e tamanhos variando em aproximadamente 150%. Outro ponto
desvantajoso é o tempo reacional, para que a sintese se complete sdo necessarios
aproximadamente 20 h, sendo que normalmente se utiliza 24 horas, de maneira a
para garantir que o processo seja completado. Além do mais, alguns sitios seletivos
formados sao destruidos durante a trituracdo, o que prejudica a capacidade seletiva
do polimero. Aproximadamente apenas 50% ou menos do polimero sintetizado
possui caracteristicas para propostas analiticas, apds a trituragao.

Os MIPs obtidos pelo método de polimerizagao em “bulk” sdo mais indicados

para técnicas de extracdo como a SPE, ao passo que seu uso como fase
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estacionaria em HPLC é pouco indicado, devido a heterogeneidade das particulas
(Tarley, Sotomayor e Kubota, 2005a).

Desta maneira, novas técnicas de preparo tém sido relatadas na literatura
com intuito de produzir materiais que permitam diversas aplicacdes analiticas. Tais
técnicas contemplam principalmente reagdes em sistemas heterogéneos, a fim de
permitir o controle do tamanho das particulas, incluindo a polimerizagdo por
suspensao (Matsui et al., 1997), por precipitacdo, (Ye e Mosbach, 2001) e por
expansao em multi-etapas (Hosoya et al., 1994). Outros métodos de preparo dos
MIPs contemplam reacdes de polimerizacdo dentro de poros de soélidos de silicas e
resinas (Yilmaz et al., 2002) e reagdes de polimerizagao sobre superficie modificada
de suporte solido (Quaglia et al., 2001).

Assim sendo, a escolha da técnica a ser utilizada é de importancia
fundamental. No presente trabalho visou-se a aplicacdo em MISPE, desta forma, a

polimerizagado em bulk é vantajosa e apresenta bons resultados.

1.2.3. Emprego do MIP em técnicas de extragcao em fase sélida (MISPE)

O uso de MIPs como materiais seletivos para extragcdo em fase sodlida se
denomina MISPE (MISPE, sigla em inglés para Molecularly Imprinted Solid Phase
Extraction). A aplicacdo destes polimeros sintéticos como adsorventes possibilita a
pré-concentragao e limpeza das amostras, conforme representado na Figura 9, que
€ importante, particularmente quando a amostra é bastante complexa, com
impurezas que possuam caracteristicas semelhantes a molécula de interesse de

maneira que possam interferir na determinagao e ou quantificagao.
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Adicao
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Figura 9. Esquema de funcionamento da extracdo em fase sdélida molecularmente
impressa (MISPE).

Um procedimento de MISPE consiste na percolacdo da amostra no material
adsorvente (MIP) disposto em cartuchos. Em seguida, ao se empregar amostras
complexas, faz-se necessario efetuar uma etapa de limpeza com um solvente
adequado no intuito de extrair as espécies interferentes ligadas ao polimero por
interagdes nao especificas. Nesta etapa, a espécie de interesse ndo deve ser co-
eluida. As interacbes nao especificas formadas durante a sintese sdo as
responsaveis pela retencdo das espécies interferentes no MIP e sdo originadas
provavelmente devido ao excesso de mondmeros no meio reacional.

Sendo assim, na extracdo em fase solida, normalmente é realizada uma
etapa de limpeza também conhecida como etapa de lavagem a fim de extrair os
interferentes retidos nos sitios ndo especificos. Durante a limpeza a amostra é
percolada através do MIP com um solvente de baixa polaridade que nao possui a
capacidade de interagir fortemente com a Ciprofloxacina, mas que consegue eluir os
interferentes da matriz complexa, menos a Ciprofloxacina, que entdo é retida

seletivamente no MIP e se obtém uma etapa de limpeza completa.
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Contudo, o grande desafio reside quando o analito de interesse esta em
amostras aquosas. Neste caso, a molécula e os interferentes seriam retidos nao
seletivamente no polimero. Desta maneira, para conseguir uma extragao seletiva,
uma limpeza com solvente organico € necessario antes do passo de eluigdo, de
maneira a eliminar as moléculas de agua presentes na coluna.

A etapa de limpeza tem que ser otimizada em termos do pH, da natureza da
amostra e do volume de solvente utilizado para a limpeza, de maneira a ajustar a
capacidade do MIP de ser seletivo para o reconhecimento da molécula de interesse.
Desta maneira, o solvente escolhido deve realizar interacbes nao especificas sem
quebrar as interacbes seletivas entre o polimero e a molécula de interesse.
Solventes organicos de baixa polaridade, tais como diclorometano, tolueno ou
cloroférmio sdo amplamente empregados. Contudo, bons resultados tém sido
obtidos com o uso de solventes polares, tais como acetonitrila e metanol. Além do
mais, tem-se que levar em consideragdo o fato de ser desejavel que se utilize o
mesmo solvente da sintese nesta etapa, o que confere ao polimero o efeito memoéria
(Caro et al., 2006b).

Quando amostras de agua sao percoladas pelo MIP, a limpeza da coluna
pode ser problematica, devido ao fato de o solvente de lavagem ser néo polar, o que
pode gerar problemas de miscibilidade. Para evitar este inconveniente, o MIP deve
ser secado, passando-se ar ou outro gas inerte pelo polimero. Se pequenas
quantidades de agua permanecer no cartucho apds aplicar a amostra, a capacidade
de retencdo do MIP podera influenciar no préoximo passo de eluigdo, e ocorrera um
decréscimo na capacidade de retencao e seletividade.

No entanto, apesar do passo de limpeza ser essencial e realizado na maioria

dos trabalhos, se o passo de eluigao for seletivo o suficiente, ele pode ser evitado.
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Neste caso, embora o analito e os interferentes da matriz (por interagdes né&o
seletivas) sejam retidos no MIP, durante a etapa de elui¢cdo os interferentes deverao
sair em tempos diferentes da molécula de interesse, desde que se utilize um
solvente apropriado. A eluigdo do analito na auséncia dos interferentes € a etapa
final da MISPE (Martin-Esteban, 2001).

Durante a eluigédo, para se conseguir fatores de pré-concentragcéo elevados,
deve-se usar pequenas quantidades de solventes, no entanto, as interagdes entre o
MIP e a molécula de interesse sao fortes, 0 que acarretaria na utilizacdo de volumes
elevados. Para evitar este problema, tem-se utilizado misturas de solventes
organicos ou inorganicos com agua ou outro modificador, tais como acido acético. A
agua quebra as interagdes especificas ndo covalentes e os modificadores tendem a
interagir com as moléculas de interesse, competindo com os locais de ligagdo do
polimero. Desta maneira, ambos representam um caminho efetivo e rapido para eluir
o analito, inclusive com a possibilidade de a MISPE ser acoplada diretamente em um
sistema de deteccéo on line (MISPE). Nestes procedimentos, etapas de “clean up” e
de pré-concentragdo sdo, quando possivel, executadas simultaneamente, o que
confere também aos MIP caracteristicas de materiais pré-concentradores (Tarley,
Sotomayor e Kubota, 2005a).

Na ultima décadas, uma das aplicagcdes que se mostraram mais promissoras
para o uso do MIP tem sido o uso a MISPE. Muitos dos estudos desenvolvidos tém
focado na extracdo de amostras bioldgicas, tais como fluidos e tecidos (Caro et al.,
2006a; c). Recentemente, a MISPE tem sido aplicada para extracdo de
componentes de outras matrizes, tais como amostras ambientais, como agua e solo

(Turiel, Martin-Esteban e Tadeo, 2007); alimentos (Cacho et al., 2003) e plantas
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(Tamayo, Casillas e Martin-Esteban, 2003), embora alguns estudos apresentem
limitagdes de seletividade ou religacéo debilitadas.

O uso da MISPE é vantajoso, principalmente quando uma extragao seletiva
deve ser realizada e os adsorventes comercialmente disponiveis nao tém
seletividade suficiente. Nestes casos, a MISPE permite ndo somente a pré-
concentracdo do analito, mas também a remocdo dos outros componentes da
matriz. O emprego da MISPE vem adquirindo destaque, pois oferece alto grau de
seletividade quando comparado com outros adsorventes, como a silica modificada
(C18) e resinas de troca ibnica e, a0 mesmo tempo, por serem mais estaveis que 0s
imunossorventes (Haupt e Mosbach, 2000).

Outra possibilidade que surgiu em 1990 foi a micro-extragcdo em Fase Sdlida
(SPME), proposta por Arthur e Pawliszyn (Arthur e Pawliszyn, 1990). O dispositivo
de extragao consiste basicamente de uma fibra optica de silica fundida recoberta por
um material polimérico, acondicionada dentro de uma agulha de acgo inoxidavel. O
procedimento de extracao é realizado pela inser¢gao da fibra no “headspace” ou
diretamente na amostra. Apés um determinado tempo de extragao dos constituintes
de interesse, a fibra é recolhida e levada a um injetor de um cromatdografo.
Atualmente, a SPME é uma técnica bastante difundida para extracdo de varios
constituintes de amostras ambientais, biolégicas, alimenticias, entre outras.
Entretanto, face ao limitado numero de fases poliméricas comerciais, para
determinadas amostras a SPME apresenta reduzida seletividade. Neste sentido, o
emprego dos MIP em SPME surge como uma opg¢ao viavel para promover uma
extracdo mais seletiva e, consequentemente, melhorar a etapa de separagao
cromatografica. No entanto, aplicacbes neste sentido ainda tém sido estudadas e

melhorias ainda tem que ser realizadas. Desta forma, a utilizagdo do MIP como
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material biomimético contribui com as técnicas ja existentes na quimica analitica e
seu entendimento e desenvolvimento traz inumeras possibilidades, principalmente

na analise de tracos em amostras complexas.

1.2.4. O emprego do MIP para determinagao de Fluoroquinolonas

Como visto anteriormente, o numero de trabalhos publicados utilizando
MISPE é crescente. Os trabalhos com fluoroquinolonas seguem a mesma tendéncia.
No entanto, trabalhos referentes a estudos especificos de alguma delas ainda séo
escassos, como o caso da Ciprofloxacina, e na maioria dos casos sao reportados
MISPE seletivos para certa classe de fluoroquinolonas. A seguir sera discutido
resumidamente o estado da arte do estudo de MISPE para fluoroquinolonas em
geral, e os casos de estudo especifico para a Ciprofloxacina.

Uma série de trabalhos tem sido publicada atualmente para determinacao de
fluoroquinolonas pelo grupo de Wang e colaboradores. No trabalho mais recente
(Wang, Wang e Han, 2014) os autores descrevem a aplicagédo da MISPE utilizando
um MIP sintetizado com dois monémeros funcionais, um organico (acido metacrilico)
e um inorganico (viniltrietoxisilano). A polimerizagdo ocorreu por suspensao aquosa
utilizando-se o surfactante PVP o que resultou na formagao de MIPs na forma de
microesferas. No trabalho a molécula molde escolhida foi a pazufloxacina, o que
resultou em um reconhecimento seletivo a trés fluoroquinolonas: Ofloxacina;
lomefloxacina e ciprofloxacina, além da propria molécula molde em amostras de
leite. O sistema foi acoplado com um cromatdgrafo UV-VIS e se obteve faixas de

linearidade de 0,2 a 20,0 ug L, recuperagdo de 87,2 a 106,1 %, e desvio padréo
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relativo menor a 5,4 %. Os resultados foram satisfatorios, entretanto nao foi possivel
realizar a diferenciagcéo entre as fluoroquinolonas.

Em outro trabalho do mesmo grupo (Yang et al., 2014) um polimero
sintetizado de maneira semelhante foi aplicado para determinacdo das mesmas
fluoroquinolonas em amostras de peixe.

Ainda no mesmo grupo de pesquisa foi desenvolvido um MISPE seletivo
para fluoroquinolonas em amostras de ovo (Liu et al., 2013). O MIP neste caso teve
que ser desenvolvido para ser compativel com extragdo em agua. A sintese nao
contemplou a utilizagdo de mondmeros inorganicos. Os resultados apresentados
neste trabalho foram tdo bons quanto dos discutidos anteriormente, com faixa de
linearidade de 25 a 2500 pg kg, limite de detecgdo de 0,53 a 1,07 ug kg™,
recuperacao de 89,1 a 102,5% com desvio padrao relativo de 2,6 a 4,8%,
respectivamente.

No trabalho de Szultka e colaboradores (Szultka et al., 2013) a MISPE foi
aplicada para a determinacdo de dez tipos de substincias quimioterapéuticas:
amoxicilina, cefatoxime, ciprofloxacina, daptomicina, fluconazol, gentamicina,
clindamicina, linezolida, metronidazol, moxifloxacina. Depois de realizado a MISPE
as amostras foram analisadas usando uma separagao gradiente em coluna C18 de
um LC-ESI-MS/MS. Os resultados apresentados no trabalho foram satisfatérios com
reprodutibilidade inter e intra-dia com desvio menor que 7,3%, com precisédo de
t 8,4% e recuperacao de 65 a 83%. A MISPE foi aplicada em amostras de sangue
de pacientes internados em um hospital diagnosticados com infecgao bacteriana.

No trabalho realizado por Luaces e colaboradores (Luaces et al., 2013) a
MISPE foi combinada com um sistema de detecgdo quimioluminescente em um

sistema de injecdo em fluxo para determinacdo de Enrofloxacina em amostras de
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agua. As amostras foram pré-concentradas e limpas apds passarem em um cartucho
empacotado com MIP e a seguir foram injetadas no sistema em fluxo. Depois de
ajustadas as condigdes 6timas da MISPE os resultados apresentados se mostraram
satisfatérios. No entanto, os resultados para outras fluoroquinolonas, tais como
Ciprofloxacina, Norfofloxacina, Sarafloxaina, Lomefloxacin e Danofloxacina também
se mostraram bons e no final o MIP se tornou seletivo as Fluoroquinolonas. Neste
trabalho o limite de deteccao foi de 0,27 ug L' quando 10 mL de amostras de agua
foram pré-concentradas, a recuperacao foi de 84 a 119% com desvio padrao relativo
de 2,1 a 9,3%. As medidas foram validadas utilizando-se um HPLC com detector de
fluorescéncia.

Também com o objetivo de andlise de amostras de agua Tan e
colaboradores (Tan et al., 2013) produziram um MIP com potencial para ser aplicado
em MISPE. Neste caso os autores descrevem a funcionalizagdo de grupos vinila na
superficie de nanoparticulas de carbono mesoporosas. Com a superficie
funcionalizada foi possivel sintetizar a formacdo da cavidade seletiva nos poros.
Neste caso, a vantagem proposta pelo trabalho estd na formagdo prévia da
porosidade do material, no entanto, o trabalho € muito maior e os resultados se
mostraram tao eficientes quanto em outras aplicagcbées. Neste trabalho o polimero foi
sintetizado com a molécula de Ofloxacina como molde e as moléculas testadas
foram Gatifloxacina, Balofloxcacina, Enrofloxacina, Norfloxacina e Sarafloxacina. O
MIP foi testado por cinco vezes e mostrou eficiéncia de 90%, menos para a molécula
de Norfloxacina.

No trabalho de Kamel e colaboradores (Kamel, Mahmoud e Mostafa, 2011) o
MIP para Ciprofloxacina foi produzido por polimerizagao em bulk. Neste trabalho o

polimero foi utilizado como modificador para um sensor potenciométrico. Os autores
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produziram e caracterizaram trés polimeros distintos, variando somente o
mondmero: acido metacrilico, acrilonitrila e 2-vinilpiridina. No trabalho os autores
concluem que a acrilonitrila foi 0 monémero mais adequado para a o polimero
quando utilizado para sensores em fluidos biolégicos, e que o polimero apresentou
aplicabilidade comercial. O material sintetizado no trabalho apresentou potencial
para aplicacdo em MISPE.

Para analise de amostras de Ciprofloxacina em urina o trabalho de Caro e
colaboradores (Caro et al., 2006a) apresenta uma aplicagdo de MISPE inovadora.
Os autores realizaram a extracdo em duas etapas combinadas em série,
primeiramente com um cartucho Oasis HLB comercial e depois com um cartucho
contendo o MIP. Foram injetadas em um espectrémetro de massas amostras apds a
MISPE e sem o procedimento de extragdo. Pode-se verificar no artigo que as
amostras que nao passaram pela MISPE apresentaram picos sobrepostos e que em
muitos casos dificultou a discriminagao e quantificagcdo dos componentes. Ja as que
passaram foram Ilimpas, o que possibilitou a discriminacdo perfeita da
Ciprofloxacina. Desta maneira, a MISPE apresenta os resultados esperados para
sua utilizagdo. Outro trabalho dos mesmos autores (Caro et al. 2006¢) descrevem a
aplicacdo do polimero para, além das amostras de urina, aplicagdes para
determinacdo de Ciprofloxacina em amostras de figado de porco. O MIP foi
sintetizado utilizando-se a Enrofloxacina como molécula molde. Depois da realizagao
da MISPE as amostras foram analisadas utilizando um cromatégrafo com detector
UV-Vis a niveis abaixo do limite de residuo maximo permitido pela Unido Europeia.
No trabalho determinaram-se os limites de quantificagédo e detecgdo de 50 ug kg™ e

30 ug kg™, respectivamente.
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Em relagdo as Quinolonas no solo Turiel e colaboradores (Turiel, Martin-
Esteban e Tadeo, 2007) sintetizaram um MIP por precipitagdo para aplicagdo em
MISPE. No trabalho foram testados dois mondémeros, o acido metacrilico e a 4-
vinilpiridina e quatro solventes porogénicos: diclorometano, metanol, acetonitrila e
tolueno para melhor sintese, o que resultou na sintese de dezesseis polimeros, visto
a necessidade de sintese do polimero de controle ndo impresso (NIP, sigla em
inglés para Non Imprinted Polymer). Foram testadas as fluoroquinolonas Enoxacina,
Norfloxacina, Danofloxacina e Enrofloxacina e as Quinolonas Cinoxacina,
Flumequina, Acido Nalidixico e Acido Oxolinico. O polimero que apresentou
melhores resultados foi o sintetizado com acido metacrilico e metanol, que foi
empacotado em uma coluna cromatografica e testado on line. Os resultados de
seletividade foram satisfatérios para as fluoroquinolonas, entretanto o resultado de
carga maxima do polimero ainda poderia ser melhorado.

O trabalho de Yan e colaboradores (Yan, Qiao e Row, 2007) é um dos mais
citados para uso de MISPE de fluoroquinolonas. O trabalho mostra a analise em
amostras de ovos de galinha e tecidos de porcos. No trabalho o polimero foi
sintetizado pelo método de bulk utilizando-se a Ofloxacina como molécula molde. O
resultado foi um polimero seletivo para fluoroquinolonas. Para caracterizagédo do
polimero e analise dos resultados os autores utilizaram um HPLC com detector de
fluorescéncia. O trabalho mostra como uma matriz complexa pode ser limpa com
eficiéncia utilizando-se somente de uma etapa de MISPE, o que confere economia e
reducdo de impacto ambiental ao método. Blasco e Picé (Blasco e Pico, 2012)
também analisaram a aplicabilidade da MISPE para analise de doze

fluoroquinolonas em amostras de ovo. Em seu trabalho os autores utilizam um MIP
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comercial e obtiveram resultados satisfatérios de limpeza das amostras, como
esperado para a utilizagdo dos MIPs.

O que se pode concluir da leitura destes trabalhos € que, além da imensa
possibilidade de aplicacdo da MISPE para fluoroquinolonas, ha também
consideraveis possibilidades de métodos sintese, de tipos de mondmeros, de
agentes reticulantes e estequiometrias.

Realizar um estudo para melhoria destes polimeros € necessaria. No
entanto, a realizagao de todos estes testes experimentalmente se torna praticamente
impossivel devido a quantidade de recursos financeiros e tempo. Desta maneira, as
simulagdes computacionais surgem atualmente como ferramentas de entendimento

e melhoria de parametros na sintese dos MIPs mais rapidas e baratas.

1.3. SIMULAGOES COMPUTACIONAIS EM IMPRESSAO MOLECULAR

Devido as diversas variaveis existentes na preparacao de novos MIPs, em
especial a escolha do mondmero funcional, por muitas vezes ha um excessivo gasto
de tempo e reagentes, nao chegando ainda a resultados melhorados ao maximo,
além de acarretar o aumento do custo de pesquisa e descarte de reagentes
contaminantes. E neste momento que o uso de ferramentas computacionais pode
auxiliar na escolha dos materiais mais adequados para sua sintese e, desta forma,
evitar gastos desnecessarios, obtendo MIPs mais seletivos e com melhor
desempenho na extragcao e pré-concentracdo do analito alvo, pois as simulagdes
quimicas computacionais podem mostrar quais mondmeros terdo melhor afinidade
com a molécula de interesse, resultando em polimeros mais eficientes, além de

eliminar o fator “tentativa e erro”, muito comum na sintese de novos MIPs.

Luiz Diego Mavrestoni - Tese de Doutorado -70 / UNESP-Ar



Capitulo I - Introdugdo | 67

As simulagdes computacionais sdo uma ferramenta para, além de evitar uma
abordagem estritamente experimental para melhoria de parametros da sintese e
religagdo no polimero, que é frequentemente tediosa e consume um tempo elevado,
fornecer uma ferramenta suplementar para compreender as interacées moleculares
predominantes e uma ferramenta poderosa de pré-selegdo para identificar
mondmeros funcionais e solventes porogénicos adequados em impressao molecular
(Meier et al., 2012).

A maior dificuldade ao se trabalhar com quimica computacional é conseguir
fazer as simulacdes se aproximarem o maximo possivel da realidade, tanto no
sentido estrutural como energético, o que nem sempre € uma tarefa simples, pois
ainda hoje sédo poucos os termos quimicos que podem ser calculados exatamente
(Young, 2001). Portanto pode-se resumir o trabalho computacional em conseguir
melhorar e aproximar os parametros o suficiente para que possam ser considerados
quantitativos e indicativos, mas nao perfeitos. Um dos modos mais simples de se
encontrar a estrutura tridimensional de uma molécula é utilizando-se de métodos de
mecanica molecular, evitando a mecanica quantica. Isso é feito construindo uma
expressao de campo de forga molecular, ou seja, a energia potencial em fungéo de
todas as posi¢cdes atdmicas, utilizando destas para estudar propriedades
moleculares, sem a necessidade de calcular uma funcdo de onda ou a densidade
total de elétrons. A expressao de energia consiste em simples equagdes classicas,
como a expressao do oscilador harménico, a fim de descrever a energia associada
com o alongamento, curvatura, rotagdo e forcas intermoleculares, como as
interagdes de Van der Waals e ligagcdes de hidrogénio.

Ha diversos métodos de mecanica molecular conhecidos, dentre as quais se

podem destacar o MM+ e o AMBER (Assisted Model Building with Energy
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Refinement). Esta ultima é mais comumente usada em calculos envolvendo
proteinas e acidos nucléicos, em contrapartida que a primeira vem sendo utilizada
em moléculas orgénicas em geral, se encaixando melhor na estrutura dos farmacos,
por serem predominantemente de carater organico. O maior problema € que
diversas propriedades quimicas ainda ndo podem ser definidas a partir deste
método, tais como o estado eletrénico excitado. Portanto, apesar de ser um meio
rapido e facil de calculo, ndo € uma boa maneira de se descrever um sistema. Por
esta razdo pode-se utilizar de outros processos para calcular a energia molecular,
tais como os métodos Ab initio ou semi-empirico.

O termo Ab initio tem origem do latim “a partir do comec¢o”. Esse nome é
dado a calculos unicamente derivados de principios tedricos, sem inclusao de dados
experimentais, sendo uma aproximagao da mecanica quantica (Young, 2001). O tipo
mais comum de calculo Ab initio € chamado de célculo Hartree-Fock (abreviado HF),
em que a aproximagao é chamada de Aproximagédo de Campo Médio, isto significa
que a repulsao elétron-coulomb nao é totalmente levada em consideragao, mas sim
seu efeito médio. Esse método geralmente resulta numa boa aproximacéo tanto
qualitativa quanto quantitativa, porém, esses calculos frequentemente tomam
quantidades enormes de tempo, além de exigir muito da CPU, da memodria e de
espaco em disco do microcomputador a ser utilizado. Para ilustrar tal complexidade,
pode-se dizer que a escala do método HF é N* onde N é o nimero de bases
funcionais da molécula, portanto, um calculo duas vezes maior demora 16 vezes
mais tempo para ser concluido (Young, 2001).

Os calculos semi-empiricos sao feitos com a mesma base de célculos HF,
porém inserindo parametros experimentais a fim de minimizar o tempo de

processamento, sendo muito mais rapidos que os calculos Ab initio, contudo, os
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resultados podem nao ser tdo precisos, ou mesmo erraticos, se as estruturas da
molécula em questdo ndo forem proximas as moléculas da base de dados utilizada
como parametro do método. Apesar disso, os calculos semi-empiricos tém sido
muito bem sucedidos para moléculas organicas, por conterem comumente apenas
alguns poucos elementos, sendo a melhor opg¢édo, portanto, para os calculos de
interesse neste trabalho.

Desta maneira, o presente trabalho se propde a entender o comportamento
da sintese do complexo de pré-polimerizacdo de um MIP seletivo a Ciprofloxacina e
a comprovacao de que a técnica é suficiente para escolha do melhor mondémero.
Posteriormente, sera realizada a comprovagdao experimental dos resultados e
aplicacdo do melhor polimero produzido para MISPE de Ciprofloxacina em amostras

de urina humana enriquecida.
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CAPITULO II

OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Realizar simulagdes computacionais do complexo de pré-polimerizagao a fim
de encontrar as melhores condigdes para a sintese de diferentes MIPs para
Ciprofloxacina, os quais serdo posteriormente confrontados com os resultados
obtidos experimentalmente no trabalho e os publicados na literatura (para MISPE de

Ciprofloxacina em amostras que tenham como base solugdes aquosas).

2.2. EsSPECIiFICOS

i. Realizar estudos tedricos de modelagem para selecionar o mondémero funcional
que possibilite uma menor energia livre de Gibbs com a molécula molde, o
que deve corresponder ao complexo mais estavel e portanto, o MIP

desejavel;

ii. Sintetizar MIPs utilizando a polimerizagdo por bulk, utilizando como molde o
farmaco Ciprofloxacina e monémeros funcionais indicados através dos

estudos de modelagem;

iii. Caracterizar os polimeros através de:

o Andlises de adsor¢cdo, de maneira a verificar os resultados obtidos

através dos calculos de modelagem molecular;
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o Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) de maneira a verificar a

estrutura morfologica;

o Termogravimétrica (TG) de maneira a verificar a estabilidade térmica;

o Adsorcdo de nitrogénio (BET e BJH) de maneira a verificar a area

superficial e o tamanho e volume de poros.

iv. Avaliar a seletividade do polimero impresso (MIP) frente ao polimero néo
impresso (NIP) em relagdo a analogos estruturais da Ciprofloxacina e
possiveis interferentes das amostras de urina humana através de estudos de

adsorcao. As medidas deverao ser realizadas utilizando um sistema HPLC.

v. Avaliar o polimero impresso como fase estacionaria em cartuchos de extragcéo
em fase solida (MISPE) através da eficiéncia de limpeza e pré-concentragao
das amostras de Ciprofloxacina em urina humana, utilizando um sistema off

line com um HPLC.
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CAPITULO 111

METODOLOGIA

E PARTE
EXPERIMENTAL
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3. METODOLOGIA E PARTE EXPERIMENTAL

3.1. SIMULAGAO COMPUTACIONAL

Nos ultimos anos tém sido cada vez mais frequentes os trabalhos publicados
descrevendo aplicagdes de simulagdes computacionais baseados no método
quantico ab initio e semi-empirico para projetar MIPs. Estes métodos descrevem as
propriedades dos sistemas analisados baseados em uma aproximagao da
distribuigcdo eletronica das moléculas estudadas. Numerosos métodos e conjuntos
de base tém sido desenvolvidos com o objetivo de descrever um sistema com alta
precisdo a um custo computacional minimo. Estes métodos, em contraste com
outras abordagens tedricas, tal como a mecanica molecular, descrevem a estrutura
eletrébnica das moléculas envolvidas e geralmente produzem representagdes
consideravelmente melhores das interacbes nao covalentes presentes no sistema
em estudo, comparados com o0s casos em que se utilizam simulagbes menos
rigorosas.

O método ab initio (primeiros principios) leva em consideragdo somente os
calculos quanticos, sem incluir resultados experimentais. O método se baseia na
resolugao da equacao de Schrodinger que determina quanticamente a energia total
de um sistema como a soma das energias cinética e potencial. No entanto, a
resolucdo desta equacdo é bastante complicada e aproximacdes sao necessarias
para que ela possa ser aplicada para sistemas de interesse pratico. A aproximagao
de Born-Oppenheimer separa o movimento nuclear do movimento eletronico, visto
que a massa nuclear é varias vezes maior que a massa dos elétrons. A energia

obtida com esta aproximagao é a energia eletrbnica do sistema, calculada através
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de uma série de equagdes, chamadas equacdes de Hartree-Fock. A energia
eletrébnica assim obtida, somada a energia de repulsdo internuclear, produz a
energia total. O maior problema do conjunto método ab initio € a impossibilidade de
se expandir ou contrair os orbitais para que se ajustem ao ambiente molecular, além
do alto custo computacional, visto que o numero de integrais a serem resolvidas
cresce aproximadamente com a quarta poténcia do numero de fungcbes de base,
chegando a alguns milhdes mesmo para moléculas pequenas.

Para resolver este problema, foi criado o método semi-empirico. Neste
método parametros empiricos sao introduzidos ou previamente calculados na
resolugao da equacado de Schrodinger que de maneira a eliminar a necessidade de
calculo de algumas dessas integrais e consequentemente diminuir o custo
computacional empregado.

A maioria dos trabalhos publicados tém utilizado o método semi-empirico
para descrever as interacdes presentes na mistura pré-polimerizagcéo, em particular
no entendimento da interagdo entre a molécula molde e os mondmeros funcionais
(Nicholls et al., 2009).

Para a obtengao de MIPs altamente seletivos, € reconhecido que a interacao
entre 0 monémero e o template € um dos fatores cruciais na sintese satisfatoria
destes materiais, sendao o mais importante. Desta forma, as simulagdes realizadas
focaram-se na obtengdo da informagdo que indicasse a maior afinidade entre o
farmaco e os mondmeros comercialmente disponiveis e que sdo comumente
empregados na sintese de MIPs para diferentes analitos, conforme ja apresentado
na Tabela 3.

As simulacdes foram realizadas usando um computador equipado com o

sistema operacional Windows XP Profissional, configurado com um processador
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Intel® Pentium® E2140 Dual-Core com 1,6 GHz de frequéncia, capacidade de
memoria RAM DDR3 de 4 Gigabytes e placa mae 8v553mz.

Antes das simulagdes, as estruturas dos monémeros e da Ciprofloxacina
foram otimizadas utilizando campo de forga Amber (mecéanica molecular), com um
algoritmo “Steepest Descents” convergindo a 0,1 kJ mol' com um maximo de 720
ciclos, projetadas no modo zwitterion e salvas na extensédo “.pdb”, que contém as
informacdes sobre a composicéo e a posi¢cao dos atomos das moléculas.

Para realizacdo das simulacbes semi-empiricas foram utilizados os

seguintes programas e suas fungoes:

i. HyperChem® 8.0.5

Primeiramente foi necessario desenhar as moléculas, como parametro de
entrada para os softwares. O programa HyperChem foi utilizado para a
modelagem das moléculas estudadas, ou seja, os vinte mondémeros,
apresentados na Tabela 3 e a Ciprofloxaxina. Com o programa as moléculas

foram desenhadas manualmente, inserindo-se os atomos e suas ligagoes.

ii. OpenEye®
O OpenEye® €& um pacote de programas que exercem varias fungdes na

simulagao, dentre eles o programa:

— VIDA 3.0.0 é utilizado para visualizar as moléculas modeladas com o

HyperChem e para conferir possiveis erros de ligagdes entre atomos.

— Omega2 gera diversos conformeros das moléculas, o que torna
possivel levar em consideracido possiveis impedimentos espaciais de

um conféormero especifico. Os conférmeros resultantes da
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iv.

Ciprofloxacina e dos monémeros foram salvos no formato OSS que
contem informagdes sobre as cargas parciais de cada atomo e suas
coordenadas espaciais. O programa, por padrdo, gera dez
conformeros de cada molécula estudada. Para as simulagdes foram
escolhidos trés conféormeros ao acaso para realizar os testes
simulatorios, visto que os dez apresentariam custos computacionais
possivelmente desnecessarios. Para o caso dos trés apresentarem

impedimentos, outros poderiam ser escolhidos.

— Szybki 1.2.2 altera a conformacdo da molécula até que atinja seu
estado de menor energia, ou seja, o estado mais estavel e provavel de

ocorrer experimentalmente.

Autolt 3.3.6.0

Autolt € uma linguagem de script BASIC-like livre e projetada para
automatizar a interface grafica do Windows e scripts em geral. E um aplicativo
que utiliza linhas de comandos (scripts) para automatizar processos
repetitivos durante a modelagem molecular, eliminando erros humanos

durante os procedimentos.

Multiple Minima Hypersurfaces (MMH) com pacote MOPAC (Molecular

Orbital) 2009

E utilizado para realizar as simulagdes propriamente ditas. Este programa faz
a aproximacao individual de cada um dos mondmeros, listados na Tabela 3,

com a molécula de Ciprofloxacina calculando a energia liberada (E),
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resultando assim a afinidade entre os mesmos, conforme a equagao 2.
Quanto maior o modulo da energia liberada mais exotérmica a interagdo e,

portanto, mais facil de ocorrer e mais estavel o complexo.

E = Eup — (Eq+ Ep) (equagao 2)
onde Eas representa a energia total do sistema contendo uma molécula de
Ciprofloxacina com a energia Ea e uma molécula do monémero com a energia

Es.

O pacote MOPAC ¢é um utilitario que emprega quimica quantica semi-
empirica para os calculos de aproximacdo. Nos experimentos foi utilizado a
parametrizacdo AM1 e os calculos quanticos do ab initio. Os parametros escolhidos
para o programa foram:

— Numero de estruturas de células randémicas = 100;

— Os valores da distancia maxima das energias de ligacdo das
interacbes de Hidrogénio, Aromatica, Eletrostatica, Hidrofobica, forgas
de Van der Walls e interacdes dipolo-dipolo = 4 A;

— Temperatura = 298 K;

— Convergéncia de forga= 0,001 kJ mol' nm-*;

Apos as simulagbes o0 MMH gera um arquivo de saida com os resultados em
um arquivo txt com resumo da simulacdo. Neste arquivo foram tomados como
importantes para entendimento das interagdes os valores da energia livre de
associagdo (E, kJ mol'), a energia de associacdo (Eas, kJ mol'), conforme
explicado na equagao 2 e o tempo computacional. Dos resultados da interagdo com
os monémeros, as maiores energia de interacao foram utilizadas como fator para

escolha dos mondmeros a serem utilizados na sintese.
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3.2.

REAGENTES UTILIZADOS E SOLUGOES

Os reagentes utilizados foram de grau analitico ou HPLC. Todas as solugdes

que necessitaram de agua foram preparadas utilizando agua deionizada padréo

MilliQ®.

Os reagentes, solugdes e acidos empregados:

3.3.

Ciprofloxacina (CIP), Norfloxacina (NOR), Acido Nalidixico (NAL),
Amoxicilina (AMX), Tetraciclina Hidroclorada (TCL), Cloranfenicol
(CLR) e o Acido Urico (URC), foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(Steinheim - Alemanha).

1-vinilimidazol (1VN), Acrilamida (ACL), Acido Acrilico (AA), Etileno
glicoldimetacrilato (EDMA), 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN), foram
adquiridos da Sigma (St. Louis — USA).

Metanol e a Acetonitrila, ambos grau HPLC, foram adquiridos da Merck
(Darmstadt, Alemanha).

O acido acético, acido cloridrico e hidréxido de sédio foram adquiridos

da Synth (Sao Paulo, Brasil).

EQUIPAMENTOS

3.3.1. Sintese dos MIPs/NIPs

Para ajudar a dissolver os componentes foi utilizado um aparelho de

ultrassom-fabricado pela Unique®, modelo USC - 2500, com capacidade maxima de
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5,7 L e possibilidade de aquecimento ajustavel de 30 a 60°C (+ 5°C) e temporizador
digital de 0 a 60 min.

Todas as sinteses foram iniciadas por aumento da temperatura das
solugbes, para isso, utilizou-se um banho—Maria Luca 150/22A/E que permite
aquecimento controlado de temperatura através de um termostato hidraulico da
ambiente até 110 °C. Tem poténcia de 1800 W, o que permite controle rigoroso da
temperatura, mesmo em condi¢cdes adversas de temperatura.

Para limpeza das amostras foram utilizados extratores soxlhet da marca
Duran® com capacidade de 125 mL e uma manta aquecedora com regulagem de

temperatura analdgica modelo 300 da marca Fisatom®.

3.3.2. Espectrofotometro UV-VIS

Para quantificagcdo da limpeza dos MIPs utilizou-se o espectrofotdmetro para
deteccao residual de Ciprofloxacina. As medidas espectrofotométricas na regidao do
UV-vis foram realizadas em um espectrofotdmetro Hewlett Packard® modelo 8453
interfaciado por um programa UV-Visible Chemstation Software Hp-854X. Utilizou—

se cubetas de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico.

3.3.3. Medidas cromatograficas

Durante os trabalhos foram utilizados dois cromatégrafos de marcas e tipos
de detectores diferentes. O cromatografo Varian® com detector de fluorescéncia foi
utilizado para os estudos de religacdo onde se necessitou determinar somente a
Ciprofloxacina, visto esta ser uma molécula fluorescente e o equipamento ser mais

sensivel. Quando se necessitou determinar solugdes binarias, como no caso dos
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testes de seletividade, e no caso das amostras de urina humana, em que moléculas
ndo fluorescentes estavam presentes, com o Acido Urico, foi necessario a utilizacdo
do cromatdégrado Shimadzu® com detector UV-Vis, que apesar de menos sensivel

possibilitou quantificar todas as moléculas.

3.3.3.1. Cromatografo com detector Fluorescéncia

Foi utilizado um sistema cromatografico Varian Pro Star HPLC (Varian®,
USA) equipado com uma bomba ternaria modelo 230, detector de fluorescéncia
modelo 360, amostrador com um sistema de injegdo automatizado modelo 400,
equipado com uma coluna cromatografica de fase reversa Luna C18 (250%4,60 mm
e 5 ym de tamanho de particula) LC da Phenomenex®.

Baseado no trabalho de Uslu e colaboradores (Uslu et al., 2008), o método
cromatografico utilizado foi composto de uma eluigdo isocratica realizada com fase
movel H3POs, na concentragdo de 0,002 mol L' em &agua (solvente A) em
Acetonitrila (solvente B) na proporc¢ao de 80% do solvente A para 20% do solvente B
(v/v) com fluxo de 1,2 mL min~'. Os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo

para obtengao do cromatograma foram de 280 nm e 480 nm, respectivamente.

3.3.3.2. Cromatdégrafo com detector UV-VIS

Para as analises de seletividade e de aplicagdo em amostras de urina
humana foi utilizado o cromatégrafo Shimadzu®, modelo HPLC-Prominence, Bomba
quaternaria, auto-injetor para 96 amostras, detector UV-Vis modelo SPD20A,
também equipado com uma coluna cromatografica de fase reversa Luna C18

(250%4,60 mm e 5 ym de tamanho de particula) LC da Phenomenex®. O método
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cromatografico se manteve o mesmo que o descrito em 3.3.3.1 e o comprimento de

onda de absorcao da Ciprofloxacina foi de 280 nm.

3.3.4. Porosimetria por adsorgao de nitrogénio

Porosimetria por adsor¢cdo de nitrogénio envolve determinada massa de
polimero seco sendo exposto a um gas (geralmente nitrogénio) a uma série de
pressoes fixas. Através da medigdo da quantidade de gas adsorvido como fungéo da
pressao, uma isoterma de adsorgao pode ser construida a partir da qual, utilizando o
modelo BET, informagdes sobre a area superficial (m? g'), volume de poro
especifico (mL g'), diametro médio de poro e distribuicdo de tamanho de poro
podem ser extraidas. O método é particularmente util para analisar em detalhe poros
de porte médio (meso-) e pequeno (micro-). (As denominagdes da IUPAC de
tamanho de poros sdo: microporos <2 nm, 2 nm < mesoporos < 50 nm e

macroporos> 50 nm) (Cormack e Elorza, 2004).

Desta maneira, para obter os dados texturais dos MIPs sintetizados, foram
medidas as areas superficiais e para o entendimento das nanocavidades seletivas
foram feitas medidas do volume de poros. As medidas foram realizadas no aparelho
na determinagao da area superficial especifica e volume especifico dos poros dos
polimeros da Quantachrome NOVA 1200e da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, gentilmente realizadas pelo Prof. Dr. Emerson S. Ribeiro. O aparelho se
encontra conectado com um micro computador, que fornece diretamente os

resultados de volume médio dos poros.
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3.3.5. Medidas de microscopia eletrénica de varredura

Para avaliar o resultado da morfologia, e suas respectivas superficies, os
polimeros MIP e NIP foram caracterizados por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) de alta resolugdo. As imagens de MEV foram obtidas pela dispers&o dos
polimeros sobre uma fita de carbono condutora com dupla face (3M™) previamente
fixada sobre um porta-amostra. Os polimeros assim fixados foram recobertos com
ouro.

Os equipamentos utilizados para obtengao das imagens foram o Microscopio
de Varredura de Alta Resolugédo (FEG-MEV; JEOL modelo 7500F), operando em
voltagem de 300 kV, e o Microscoépio Eletrénico de Varredura (MEV; Topcon, modelo

SM300), ambos do Instituto de Quimica do IQ-UNESP-Araraquara.

3.3.6. Medidas termogravimétricas

Andlises termogravimétricas dos MIPs foram feitas para verificar as suas
respectivas estabilidades térmicas, de maneira a verificar se poderiam ser realizadas
as lavagens em extrator soxhlet, visto que a lavagem com metanol atinge
temperaturas em torno de 80 °C, e até que condi¢gdes se poderia expor o MIP. Para
isso, utilizou-se o sistema de analise térmica TG-DTA da TA Instruments modelo
2960 onde, através de uma micro balanga, se obteve a porcentagem de perda de
massa da amostra com o aumento da temperatura. A analise foi realizada em
atmosfera de ar visto que o interesse estava focalizado no comportamento da
amostra em situagdes reais; com fluxo de 100 mL min', com velocidade constante
de aquecimento de 10 °C min', desde a temperatura ambiente e com uma

quantidade inicial de 7 mg.

Luiz Diego Mavrestoni - Tese de Doutorado -70 / UNESP-Ar



Capitulo IIT - Metodologia e Parte Experimental | 84

3.4. SIiNTESE DOS POLIMEROS BIOMIMETICOS

Foram sintetizados trés polimeros impressos e nao impressos distintos,
variando-se entre eles somente o monémero. Os MIPs/NIPs foram sintetizados
através da técnica de polimerizagdo em bulk, onde a reagao é realizada em sistema
homogéneo.

Em relagdo a razdo molar, Spivak (Spivak, 2005) discute em seu trabalho de
revisdo uma série de aperfeicoamentos gerais para os MIPs. Nele é mostrado que o
complexo de pré-polimerizagao pode ser melhorado, aumentando a quantidade de
mondmero ou molécula molde, ou ambos. No entanto, o0 aumento na concentragao
das moléculas do complexo de pré-polimerizagao prejudica a religagao do polimero
visto que sua razdo com o agente reticulante vai diminuindo. No trabalho é
apresentado que os experimentos de melhoria dos MIPs publicados na literatura tém
mostrado que a raz&do molar molécula molde : monémero limite para sintese de MIPs
funcionais é 1:1 enquanto que a razao molar 6tima € 1:4. Desta maneira, esta razédo
foi escolhida como padréao para a sintese do presente trabalho.

A sintese ocorreu dentro de um tubo de vidro de 25 mL onde foram
adicionados 7 mL de ACN como solvente porogénico, 0,1 mmol de Ciprofloxacina e
0,4 mmol de monémero. A mistura foi levada sonicada na temperatura ambiente por
5 min a fim de garantir a solubilizacdo de todos os componentes. A solucéo foi
guardada no escuro por 2 horas em atmosfera de nitrogénio a temperatura
ambiente. Apds este tempo, foi adicionado a mistura 3,2 mmol do agente reticulante
EDMA, que foi levada novamente sonicada por 5 min a temperatura ambiente e a
solugao foi guardada por mais 22 h, ainda em atmosfera de nitrogénio e isenta de

luz. Entdo, 0,1 mmol do iniciador radicalar AIBN foi adicionado, mantendo-se sempre
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que possivel a atmosfera de nitrogénio, e a solugéo foi levada a um banho—Maria
ajustado a 60 °C por mais 24 h para sintese termicamente ativada.

Para manter a atmosfera de nitrogénio no momento em que as solugdes
foram guardadas e no momento da sintese, os tubos foram selados com parafiime®.
Um ponto importante é o impedimento de realizacdo de polimerizacéo por irradiagao
UV, uma vez que a Ciprofloxacina sofre degradacgéao rapida quando exposta a ela.

Como o polimero resultante € um sdlido, foi necessario realizar a moagem
utilizando-se um almofariz e pistilo. Para que as particulas resultantes fossem mais
homogénea possivel, elas foram peneiradas com 80 mesh de malha de maneira a
possibilitar o controle do tamanho das particulas. O polimero retido na peneira foi
novamente moido e peneirado.

Para extrair os possiveis interferentes da sintese, o excesso de monémero e
a molécula molde (de maneira a criar a nanocavidade seletiva), o polimero foi lavado
usando um extrator soxhlet com metanol:acido acético (9:1, v/v). O solvente foi
substituido diariamente e analisado utilizando-se um espectrofotémetro UV/VIS. O
MIP foi exposto a extragdo até quando a molécula molde nao foi mais quantificada
no solvente, de maneira que, no momento da adsorcdo de uma amostra de
Ciprofloxacina nao se tenha interferéncia de Ciprofloxacina da sintese.

Uma ilustracdo esquematica para o processo de impressao molecular da
Ciprofloxacina utilizando os mondmeros 1-Vinilimidazol (1VN), Acido Acrilico (AA) e
Acrilamida (ACL) esta apresentada na Figura 10.

De maneira a verificar o efeito de impresséao, foi preparado um polimero de
controle com métodos de sintese e lavagem exatamente iguais, exceto pela adi¢céo
da Ciprofloxacina, o que resulta em um polimero nao impresso (NIP), ou seja, neste

polimero nao existem as nanocavidades seletivas, somente sitios ativos dos
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mondmeros ndo arranjados quimicamente para ligagcéo preferencial com a molécula
molde. Apds o processo de limpeza, todos os polimeros foram secos a 70 °C e
mantidos nesta condicdo até o uso de maneira a evitar que a umidade no local
interferisse nas analises. Cabe ressaltar, que o polimero é estavel nesta temperatura

e entende-se que nao ocorre deformac¢ao das nanocavidade seletivas ao analito.

N
{3
X
__CH, O o
1 - vinilimidazol F I
O
AcZ:idE/A;%i%o-F ﬁN o
Monémero (”) HNJC- ﬂ A
iprofloxacina
HZN/\;CHZ
Acrilamida Polimerizacdo
CH, CHs T 0 0 CH
N= % N=N % =N HQCN \/\O 74 2
CH, CEH, 0] CH,
AIBN EDGMA

Extracado / Religagao

Figura 10. Preparacdo do polimero molecularmente impresso MIP-CIP-EDMA
(adaptada de (Kamel, Mahmoud e Mostafa, 2011)).

3.5. ANALISES DE RELIGAGAO

Para avaliar a criacdo das nanocavidades seletivas, o0 método utilizado para

caracterizagdao do MIP foi o experimento de religagdo. Este experimento envolve a
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analise de misturas heterogéneas de MIPs em uma solugdo do substrato
(Ciprofloxacina) (Spivak, 2005).

Utilizando-se do polimero com as nanocavidades nao preenchidas (lavado)
diferentes concentragées (mmol L-') de Ciprofloxacina diluidas (Ct) sdo expostas a
certa massa de polimero (mpo)) de maneira que a Ciprofloxacina devera se ligar no
polimero e ira sobrar uma concentragdo na solugcdo (C, concentragido livre na
solucao).

Para se determinar a concentracao livre, o polimero deve ser separado. Isso
pode ser realizado por filtragdo ou por centrifugacao e posterior remogao cuidadosa
do sobrenadante. No caso das medidas em HPLC, de maneira a proteger a coluna
cromatografica, realizou-se os dois procedimentos, ou seja, a solugdo foi
centrifugada e o sobrenadante foi filtrado em uma membrana com 0,45 ym de
tamanho de poro. A massa de Ciprofloxacina (mg) que ficou retida em cada grama
de polimero (Q), quando se utiliza um volume inicial de solugdo de Ciprofloxacina

(V), é deduzida facilmente e chega-se na equacéo 3:

Cr—0C).V
Q = g (equagao 3)
mpol

No entanto, o que se sabe € que condigdes como o tipo de solvente, o pH e
a cinética da reagao sao fatores que influenciam no resultado da religagao, desta
maneira estas condigdes foram melhoradas antes das analises de religagcdo para

entendimento das caracteristicas fisicas.
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3.5.1. Procedimentos de otimizagao da interagao MIP — analito

Primeiramente, foi escolhido o solvente de extracdo. Levando em
consideragao os apontamentos feitos na literatura (Caro et al., 2006a) de que devido
ao efeito memoaria, as melhores condicdes de extracdo se ddo quando os solventes
sdo os mesmos das condi¢des de sintese (acetonitrila) e como a Ciprofloxacina teria
que ser extraida em amostras com base aquosa (urina), o trabalho focou na
variagdo na razao destes dois solventes.

A justificativa principal de estudo da composicédo de solventes é devido a
alterar a solubilidade da molécula na solugdo, oferecendo, desta maneira, maior ou
menor dificuldade de acesso as nanocavidades seletivas do polimero.

O experimento foi realizado com amostras contendo 20%, 30%, 50%, 70% e
80% (v/v) de agua, sendo o percentual restante de acetonitrila, ambos realizados
simultaneamente e a temperatura de 298 K. Utilizou-se para isso frascos ambar,
onde foi adicionada uma solugcdo de 5,0 mL de Ciprofloxacina a concentracdo de
150,9 ymol L' e 50 mg de MIP e os diferentes solventes, como esquema da Figura
11.

A solugdo foi mantida em movimento por 2 h utilizando-se um agitador
magnético de maneira a evitar a formagao de precipitado. Entdo as amostras foram
centrifugadas por 10 min a 4000 rpm e o sobrenadante foi filtrado com uma
membrana Milipore® 0,45 ym e analisadas em um HPLC com detector de

fluorescéncia.
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MIP
Ciprofloxacina
Solvente

Figura 11. Esquema de otimizagao do melhor solvente, pH e cinética de reacao.

Como a solugao continha agua foi necessario também encontrar o melhor
pH de extragédo. O estudo do pH foi incluido no planejamento de otimizagao devido a
dependéncia da estrutura da Ciprofloxacina com o pH do meio. A Ciprofloxacina tem
dois pKa’s; pKa1 = 5,94 e pKaz = 8,70; correspondentes ao grupo carboxila (-COOH)
na posigado 7 e ao grupo piperazila na posi¢cédo 3, respectivamente, e assim podem
existir quatro formas possiveis para a molécula de Ciprofloxacina; (i) como um cation
acido, (ii) espécie neutra ndo ionizada, (iii) zwitteridnica intermediaria, e (iv) como um
ion basico, todas estas espécies dependentes do pH. A maxima solubilidade da
Ciprofloxacina € encontrada em pH de 5,02 (Lizondo et al., 1997). Assim, neste
trabalho somente valores de pH menores que 5,0 foram incluidos nos experimentos
variando o pH das misturas de extracao em 2,0; 2,5; 3,5; 4,5 e 5,0. O estudo do pH
foi realizado nas mesmas condigdes do estudo da otimizacdo do solvente e
utilizando o seu resultado.

Com as condicbes otimizadas para a interacdo entre o MIP e analito
relacionadas ao melhor solvente e pH de ligagdo, a seguir foi estudada, sob
condi¢des idénticas as anteriores, a influéncia da cinética de adsorcao e dessorcao
na capacidade de retengédo do MIP. As amostras foram expostas ao MIP pelos

tempos de 5, 30, 60, 90, 120, 240 e 300 min.
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Outro parametro importante quando se pretende usar um material
adsorvente, como um MIP, em experimentos de extracdo em fase sdlida (MISPE),
estd relacionado a obtengdo da curva de ruptura (breakthrough curve) que
representa a evolugao da concentracao da solugao de Ciprofloxacina em fungao dos
parametros de adsorgdo, como o tempo de contato (ou volume injetado),
concentracdo da solugdo e temperatura. No trabalho foram mantidos constantes a
temperatura (298 K) e a concentragao de ciprofloxacina na solugdo (100 mg L") e
variando o fluxo da amostra pelo MIP em 0,5; 1,0 e 2,0 mL min-'. O experimento foi
realizado empregando-se um cartucho para SPE (Analion®, 6 mL de capacidade)
onde foi empacotado 35 mg de MIP. O cartucho foi acoplado em um sistema
Manifold e o fluxo controlado utilizando uma bomba de vacuo. Na Figura 12 é

apresentado um esquema representativo da curva de ruptura.

o
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Figura 12. Esquema representativo da curva de ruptura.

Para o estudo da curva de ruptura os experimentos foram realizados em
triplicata. Com seus resultados foi possivel determinar o fluxo maximo a ser

empregado durante a MISPE de maneira que ndo comprometa as analises e a carga
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maxima suportada durante a extracdo em fase sodlida. Para isso, foi utilizado o
modelo de ajuste da curva proposto por Thomas (Ansari et al., 2012).

Os principios basicos assumidos por Thomas em seu modelo de adsorgao

i. Desconsiderar a dispersao axial e radial pela coluna;

i. A adsorgdo ser descrita por uma taxa de reagdo de pseudo-segunda
ordem que se reduz a uma isoterma de Langmuir no equilibrio;

iii. A disposigdo das particulas na coluna ser constante, ou seja, os
espacos vazios entre as particulas sao constantes;

iv. As propriedades fisicas da fase sdlida e da fase liquida séao
constantes;

V. As condicdes de reacdo sao isotérmicas e isobaricas;

vi. A difusdo intra—particula e a resisténcia externa durante o processo de
transferéncia de massa séo considerados despreziveis.

Levando estas condigdes em conta, Thomas propés o modelo de adsorgcao

apresentado na equacgao 4.

C 1
— = (equacgao 4)
CT 1+ e(kThéVLm—kTh.CT.t)

Onde k7 (mL min' mg') é a constante de Thomas, M (mg g') é a carga
maxima suportada pelo MIP, C/Cr é a concentragédo relativa, ¢r (mg L") é a
concentracdo da Ciprofloxacina na solucdo que esta sendo utilizada para analise
(influente), ¢ (mg L") é a concentragédo de Ciprofloxacina na solugéo (efluente) no
tempo ¢(min), m (mg) é a massa de MIP utilizada e @ (mL min-") é o fluxo da solugéo
pelo MIP. Para determinagdo das constantes pode-se linearizar a equagao, como

apresentado na equacgao 5.
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CT kTh' M. m .
In (— — 1) = ————— k. Cr.t (equacgao 5)

C
3.5.2. Modelos matematicos de ajustes dos dados

A adsorgcao é um fendbmeno superficial. A forca motriz para a adsorgao é a
reducao na tensao superficial (o) entre o fluido e o sélido adsorvente, resultando na
adsorcao do adsorbato na superficie do sdlido. A tensdo superficial € o resultado da
variagcédo de energia livre, G, quando a area entre duas superficies variam, conforme
apresentado na equacido 6. Tal variacdo pode ocorrer devido a variagcdes na
temperatura (T), presséo (P) ou pelo numero de moléculas presente na superficie.
No caso dos MIPs, como o experimento é realizado a temperatura e pressao
constantes, a variacdo é devida ao aumento da concentragao da molécula molde na

superficie MIP / solucdo, devido a afinidade do MIP pela molécula.
o= <aG> (equagao 6)
aA T,P, nj

A adsor¢cdo pode ocorrer em todos os tipos de interface, seja ela uma
monocamada, multicamada ou uma superficie mista entre as duas. Os experimentos
de religacdo sdo utilizados para esta finalidade, entender como se comporta a
adsorcao da molécula molde no polimero, além de informar a capacidade maxima
de adsorgao e a constante de dissociagao.

Existem varios modelos matematicos para quantificar o adsorbato presente no
processo a uma dada temperatura. Estas equagdes sdo denominadas isotermas de
adsorcao e sao curvas obtidas a partir da quantidade de soluto adsorvido em funcao

da concentracdo deste soluto. Nas isotermas de adsorcdo € importante que as
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concentragdes livres e adsorvidas devam estar em equilibrio para se entender o
comportamento do material, por isso o estudo da cinética da reacdo € importante.

Neste ponto, pode-se afirmar que Q é funcéo de C, conforme equagao 7:

Q=f0© (equagao 7)

Existem varios modelos de isotermas, sendo que cada uma delas se aplica a
um determinado tipo de adsorgdo. A seguir sdo descritos resumidamente alguns
modelos de ajuste dos dados experimentais de adsorgado que serdo utilizados no
trabalho, sendo eles Langmuir, Freundlich, Langmuir-Freundlich, Redlich—Peterson,

Toth (Klug et al., 1998), Temkin e Dubinin—Radushkevich (Foo e Hameed, 2010).

3.5.2.1. Langmuir

A isoterma de Langmuir é a mais utilizada na literatura, seja pela
simplicidade matematica ou pela interpretacao fisica dos resultados. Esta isoterma
leva em consideragdo que adsorgcdo ocorre somente em uma camada, ou seja,
monocamada (a camada adsorvida tem a mesma espessura do adsorbato), que o
numero de locais para adsor¢cao € bem definido, que todos eles sido idénticos e
equivalentes e que nao existe interacdo lateral e impedimento estérico entre as
moléculas adsorvidas, mesmo em locais adjacentes (Foo e Hameed, 2010).

Nesta isoterma é levado em consideracdo que cada molécula possui
entalpia e energia de ativagdo constante, o que significa que todos os locais de
adsorcao possuem a mesma afinidade para o adsorbato e, por fim, que ndo existe o

deslocamento horizontal do adsorbato no plano da superficie do adsorvente.
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Para entender o ajuste, a partir das condigdes de contorno acima definidas,
considere um analito (L) que ira se ligar ao polimero (P) de acordo com a reagéo 1

gue encontra-se em equilibrio quimico.
L+P =PL (reacao 1)

A concentragao total de L (Cr) é a soma da concentragao de L que néo foi

ligada (C) com a concentragéo ligada ao polimero (CL), conforme equagéao 8:
Cr=C+(, (equagao 8)

Fazendo o mesmo procedimento para P, pode-se afirmar que a
concentracdo total de P (Cp) € a soma da concentragao livre (C’) com a ligada (Cv),

conforme equacgéo 9:
Cp=C"+(, (equagéao 9)

Conhecendo a concentragédo total de polimero Cp, consegue-se definir o
namero médio de moléculas L ligadas as moléculas do polimero P (Q), como
apresentado na equacao 10:

Q= (equacao 10)
Cp

Da reagdo1 pode-se calcular a constante de associagdo ou constante de

Langmuir (K), como na equagéao 11:

(equacgao 11)
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Substituindo CL da equagéao 11 e Cp da equacgado 9 na equacado 10 tem-se a
expressao para a massa de analito L ligado para cada unidade de massa de

polimero P, conforme definido pela equagéo 12:

¢, K-C-C K- C-C ke o 0 12)
G C'+C, C+K-C-C 1+K-c ‘equae

Q

Onde:

jm@=0e o =1

Esta analise pode ser feita para dois, trés, quatro ou mais locais de ligacao.
Neste caso somente aparecera um fator multiplicativo na equacdo 11. Desta
maneira, para um experimento onde ndo se conhece a carga maxima do polimero
(M) a equagao 12 pode ser facilmente reescrita como mostrada na equacéo 13
(ajuste de Langmuir):

M-K-C

=17K.C (equacgao 13)

Onde K& é definido com parametro de afinidade (L mg™).

3.5.2.1.1.  Ajuste de Scatchard

Uma variagao na forma de apresentar os dados da isoterma de Langmuir € o
ajuste de Scatchard, que tem sido amplamente utilizado nos trabalhos, visto permitir
analises mais simples através da linearizagdo da isoterma de Langmuir pela

redisposi¢cao dos termos da equacgao 13, como mostrado na equacéao 14:

C
azM.K—K.Q (equacgao 14)

Luiz Diego Mavrestoni - Tese de Doutorado -70 / UNESP-Ar



Capitulo IIT - Metodologia e Parte Experimental | 96

E facil notar que a equacdo 14 é uma funcéo de primeira ordem, ou seja,

escrita na forma f(x) =ax + b,onde a=-Ke b = KM.

3.5.2.2. Freundlich

Isoterma de Freundlich € a primeira relagdo que descreve uma adsorgao nao
ideal e reversivel, ndo restrita a formacdo de uma monocamada. Este modelo
empirico pode ser aplicado para a adsor¢cao de multicamada, com uma distribuicao
ndao uniforme de calor de adsorgdo e afinidades sobre a superficie heterogénea
(Adamson e Gast, 1997). Nesta isoterma, a quantidade adsorvida é a soma de
adsorgdo em todos os locais, sendo os sitios de ligagdo mais fortes ocupados em
primeiro lugar. Neste modelo, a energia de adsorgédo diminui exponencialmente até a
conclusdo do processo de adsorcdo, e € amplamente aplicado em sistemas
heterogéneos, especialmente para compostos organicos ou espécies altamente
interativas como carvao ativado e filtros moleculares. A expressdao matematica que

define esta isoterma é dada na equacgéao 15:

Q = KCh (equacdo 15)

Onde o parametro B (inclinacdo da fungdo) € a medida da intensidade de
adsorgao ou heterogeneidade da superficie e pode variar entre 0 e 1. Quanto mais o
seu valor se aproxima de zero pode-se concluir que mais heterogénea é a
superficie. Os demais parametros continuam com os mesmos significados fisicos.
No entanto, a isoterma de Freundlich é limitada quando se pensa nos fundamentos

termodinamicos.
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3.5.2.3. Langmuir-Freundlich

E uma forma combinada das expressdes de Langmuir e Freundlich deduzida
para prever os sistemas de adsorgdo heterogéneos e contornar a limitagcdo da
concentracdo de adsorbato crescente associada a expressdo exponencial do
modelo da isoterma de Freundlich. Na equacdo 16 é apresentada a expressao
matematica deste modelo.

KMCF

Q= 1+ KCP (equagao 16)

Pode-se verificar que, em concentragcdes baixas de adsorcéo, esta isoterma
se reduz a expressao da isoterma de Freundlich; enquanto em altas concentragdes,
que prevé uma capacidade caracteristica de monocamada de adsorgao, da isoterma
de Langmuir. Este comportamento de isoterma € também previsto pelos modelos de

Sips e Koble—Corrigan.

3.5.2.4. Redlich—Peterson

A isoterma de Redlich-Peterson também é um modelo matematico hibrido
dos modelos de Langmuir e de Freundlich. Este modelo utiliza trés parametros em

uma equagao empirica, conforme apresentado na equagao 17.

KMC

Q=11kcP

(equacgao 17)

O modelo tem uma dependéncia linear da concentragdo no numerador e
uma funcdo exponencial do denominador para representar equilibrio de adsorgao
sobre uma grande escala de concentragdes, o que permite ser aplicada tanto em

sistemas homogéneos como heterogéneos devido a sua versatilidade. Também esta
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isoterma em altas concentragdes (limite) se aproxima do modelo de isoterma de
Freundlich (como o B tende a 0) e em baixas concentra¢des (limite) esta de acordo

com o modelo de Langmuir (como os valores de 3 tende a 1).
3.5.2.5. Toth

Também & um modelo empirico, desenvolvido para melhorar os ajustes da
isoterma de Langmuir. E estritamente experimental e aplicavel para descrever
sistemas de adsorgcdo heterogéneos, que satisfazem os limites de concentragdes
baixas e altas. A expressao matematica para o modelo de Toth é apresentado na
equacao 18.

KMC

= W (equagéo 18)

Q

3.5.2.1. Dubinin-Radushkevich

O modelo de Dubinin-Radushkevich permite estimar a porosidade
caracteristica do adsorvente, a energia livre de adsorgdo e a distingdo entre a
adsorcgao fisica e quimica. Esta isoterma é mais geral que a de Langmuir, uma vez
que nao assume uma superficie homogénea ou um potencial de adsorgao

constante. O modelo matematico da isoterma é apresentado na equacgao 19.
Q = M.e K¢ (equacgéo 19)

Onde a variavel nova € representa o potencial de adsorcdo de Polanyi,
mostrado na equacao 20, resultante da diferenca entre a energia livre na fase

adsorvida e na fase liquida.
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1
e=R.T.In (1 + E) (equacéo 20)

Onde R ¢é a constante dos gases (8,314 J K') e T a temperatura absoluta
(em Kelvin). A ideia do modelo é a descrigdo do processo de adsorgdo como um
efeito de preenchimento de poros ao invés de camadas e desta maneira o sistema
se ajusta melhor quando se trabalha em concentragdes mais baixas (Paganini,

2007).

3.5.2.2. Temkin

A isoterma de Temkin é o primeiro modelo a descrever a adsor¢céo de
hidrogénio sobre eletrodos de platina no interior das solugdes acidas. O modelo
ignora concentragdes extremamente baixas e altas e assume que o calor de
adsorcao (fungcao da temperatura) de todas as moléculas na camada deve decrescer
de forma linear ao invés de logaritmica com o recobrimento. O modelo de Temkin é
excelente para prever o equilibrio de fases gasosas (quando a organizagdo em uma
estrutura empacotada com orientacédo idéntica ndo € necessaria). Os sistemas de
adsorcdo em fase liquida geralmente ndo s&o apropriados para serem
representados por este modelo. Na equagcdo 21 é apresentado o ajuste desta

isoterma.

Q = —In(KC) (equacdo 21)
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3.5.3. Teste de seletividade

Os experimentos de seletividade foram realizados de maneira a verificar a
seletividade de ligagédo da Ciprofloxacina para o MIP e o NIP em relagdo a uma série
de seis interferentes: Norfloxacina (NOR), Acido Nalidixico (NAL), Amoxicilina (AMX),
Tetraciclina Hidroclorada (TCL), Cloranfenicol (CLR) e o Acido Urico (URC).

Estes doze experimentos foram realizados nas mesmas condi¢des
experimentais e otimizadas nos experimentos de religagao, ou seja, utilizando-se 50
mg de polimero em contato com 5 mL de misturas binarias de Ciprofloxacina e um
interferente, ambos na concentragdo de 150,9 umol L', em pH 3,5, dissolvidos em
uma solugéo agua:acetonitrila (1:1, v/v) e agitadas por 120 min.

O teste de seletividade é crucial para avaliacdo da funcionalidade de um
MIP. E este o teste que avalia indiretamente a criacdo dos sitios seletivos, pois, ao
expor o MIP e o NIP em contato com um analito com estrutura similar, o MIP deve se
ligar preferencialmente a Ciprofloxacina enquanto que o NIP deve se ligar
igualmente aos dois, visto ndo possuir a nanocavidade seletiva. Os parametros que
definem a comparagao entre o MIP e o NIP sao discutidos a seguir.

Ja foi discutido que a adsorcao de uma molécula por um substrato é fungao
da tensao superficial (o), como mostrado na equagdo 6. Desta maneira, a
seletividade de um MIP surge da variacédo entre a energia livre de adsorgdo de um
substrato comparado com outro.

A variagdo na energia livre de ligagdo de uma molécula (molde ou
interferente) pelo polimero é determinada pela equagdao de Gibbs, definida na

equacao 22:

AG = —-RTInKp (equacgao 22)
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Onde Kr é o coeficiente de particdo da molécula no polimero (equagao 23)
definido como a razédo entre numero médio de moléculas ligadas as moléculas do

polimero e a concentragao da molécula na solugao.

KP=

% (equacao 23)

O fator de separacgédo (a) de uma molécula versus outra € definido pela razédo
entre os dois coeficientes de particdo para a molécula 1 (Kp1) e para a molécula 2
(Kp2), conforme mostrado na equacgao 24.

_ Kn

a= (equacao 24)
Kp,

No entanto, a caracteristica que permite a comparacao entre o MIP e o NIP
€ o fator de impressdo. Para comparar o efeito de impressdo de substratos
diferentes (MIP e NIP), os coeficientes de partigdo encontrados para cada composto
devem ser normalizados. Isto é realizado por meio do fator de impresséo |, conforme
definido na equacao 25. O valor de | é obtido pela razao entre coeficiente de particao
de uma molécula em um polimero impresso, Ke mip, € 0 coeficiente de particdo em
um polimero nao impresso, Kp nip, ambos definidos pela equagao 23, utilizando-se
para isso a mesma molécula e nas mesmas condi¢des de religagdo. Neste caso, se
quanto maior for Kp mp em relagédo a Kp nip maior o valor de | e melhor sera o

desempenho seletivo do MIP.

K,
I = (M) (equacao 25)
KP NIP

O fator de impressao obtido para o analito sempre deve ser superior a 1 e,
obviamente, maior que aqueles obtidos para os interferentes. E esta relagdo do fator

de impressdao da molécula molde em relagdo ao interferente que determina a
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seletividade de um polimero, ou seja, toma-se a razdo do fator de impresséo para as
duas diferentes substancias, |1 para a substancia 1 (por exemplo a molécula molde)
e |2 para a substancia 2 (por exemplo o interferente), desta maneira obtém-se o fator

de seletividade (S), conforme definido pela equagéo 26.

I
S = (1—1> (equacio 26)
2
3.6. APLICACAO EM AMOSTRA DE URINA HUMANA

De maneira a investigar a aplicabilidade do MIP sintetizado, amostras de
urina humana foram coletadas, enriquecidas com Ciprofloxacina e utilizadas para
analise de MISPE. Para isso, utilizou-se um sistema Manifold, conforme apresentado
na Figura 13. O experimento teve como objetivo verificar a eficiéncia do MIP para

limpeza e pré-concentragéo das amostras.

3.6.1. Limpeza

Amostras de urina foram diluidas com acetonitrila e agua (1:5:4, v/viv).
Porcdes desta solugao foram enriquecidas com Ciprofloxacina com concentragbes
de 5 até 30 ug mL". O pH foi corrigido para 3,5 utilizando acido cloridrico (0,01 mol
L") e Hidréxido de Sédio (0,01 mol L) e entdo foram filtradas em membrana de
0,45 pym. As amostras foram passadas na MISPE e injetadas diretamente no HPLC,
de maneira a construir a curva analitica e determinar a recuperagao da técnica.

Em todos os experimentos de MISPE o fluxo foi mantido em 1 mL min™’

controlado por uma bomba de vacuo. Os cartuchos da MISPE foram preparados
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com 35 mg de MIP e entdo foram afixados no Manifold e condicionados com os

seguintes procedimentos:

i. 2 mL metanol;
ii. 3 mL de agua MilliQ®;
Em seguida as amostras de urina enriquecida foram percoladas pelo MIP
seguindo o seguinte protocolo:
i. 1 mL de urina (enriquecida com Ciprofloxacina);
ii. 3 mL de agua MilliQ®;
Os MIPs foram secos percolando-se N2z pelo polimero;

iii. 1 mL de Acetonitrila

Para extracdo da Ciprofloxacina foram percolados 1 mL de metanol : acido

acético (9:1, v/v). A amostra extraida foi evaporada utilizando fluxo de nitrogénio e

entdo reconstituida em 1,0 mL de metanol para ser injetada no HPLC.

AMOSTR

MiP

Figura 13. Esquema de empacotamento do MIP em um cartucho de SPE (MISPE)
usando sistema Manifold.
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3.6.2. Pré-concentracgao

Para analise de pré-concentracdo, amostras de urina foram diluidas da
mesma forma que na andlise de limpeza. A pré-concentracido foi realizada

percolando-se os seguintes solventes:

i.  2mL de metanol
ii. 3 mL de agua MilliQ®
Em seguida as amostras de urina enriquecida foram percoladas pelo MIP
seguindo o seguinte protocolo:
iii. 10 mL da amostra de urina enriquecida
iv. 3 mL de agua MilliQ®
Os MIPs foram secos percolando-se N2 pelo polimero;
v. 1 mL de acetonitrila

vi. 2 mL de metanol : acido acético (9:1, v/v)

A amostra extraida foi evaporada utilizando fluxo de nitrogénio e entédo

reconstituida em 2 mL de metanol para ser injetada no HPLC.
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CAPITULO IV

RESULTADOS E
DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41. SIMULAGOES COMPUTACIONAIS

Foram realizadas simulagbes para avaliar a interagdo da Ciprofloxacina e
seis possiveis interferentes nas amostras reais de urina com os 20 mondmeros
propostos. As simulagdes foram realizadas em duplicata com a finalidade de obter
resultados confiaveis e comparaveis. A energia livre de associagdo entre as
moléculas e os monémeros foi calculada no vacuo.

Para cada mondémero foram empregados trés conformeros diferentes de
maneira a avaliar de forma mais precisa as possibilidades de interacéo entre as
diferentes conformagdes do monémero e o analito. Os resultados das médias das
energias calculadas nas simulagbes s&o apresentados nas Figuras 14 a 20. Cada
simulagao durou em média 36 horas.

Os valores obtidos podem ser interpretados como a energia liberada na
aproximacao entre cada monémero e as moléculas, sendo que quanto maior a
energia liberada (mais negativo o valor), maior a afinidade entre eles, ou seja, mais
seletivo sera o polimero resultante.

A partir dos resultados apresentados na Figura 14 pode-se verificar que o
mondmero M8 (Acrilonitrila) apresentou claramente a melhor energia de interagéo e,

portanto deveria ser o escolhido para sintese.
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Figura 14. Resultado da simulacdo computacional semi-empirica da energia livre de
associagao para interagao dos vinte monémeros com Ciprofloxacina.

No entanto, de maneira a entender como os mondmeros se comportariam
com moléculas que poderiam estar interferindo (interferentes) durante os
experimentos de aplicacdo em amostras reais, foram feitas as simulagdes de
algumas das interagbes de outras moléculas com os mondémeros, conforme
apresentado nas Figuras 15 a 20. A escolha das moléculas foi feita levando-se em
consideracao que apresentavam principios parecidos ou poderiam estar presentes

na urina, como o caso do acido urico, apresentado na Figura 17.
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Figura 15. Resultado da simulacdo computacional semi-empirica da energia livre de
associagao para interacao dos vinte mondémeros com acido nalidixico.
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Figura 16. Resultado da simulagédo computacional semi-empirica da energia livre de
associagao para interacado dos vinte monédmeros com Norfloxacina.
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Figura 17. Resultado da simulagédo computacional semi-empirica da energia livre de
associagao para interacao dos vinte monémeros com acido urico.
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Figura 18. Resultado da simulacdo computacional semi-empirica da energia livre de
associagao para interagcado dos vinte monémeros com Amoxicilina.
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Figura 19. Resultado da simulagdo computacional semi-empirica da energia livre de
associagao para interagao dos vinte monémeros com Cloranfenicol.
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Figura 20. Resultado da simulacdo computacional semi-empirica da energia livre de
associagao para interacado dos vinte mondémeros com Tetraciclina Hidroclorada.
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Observando os resultados destas simulagdes verifica-se que o
mondémero M8 (Acrilamida) apresentou as melhores energias de interagao
também para todos os interferentes, e excetuando-se o Cloranfenicol,
melhores que para a Ciprofloxacina. J& o monémero AA (Acido Acrilico),
segundo melhor monémero, apresentou resultado inverso, ou seja, melhor
para a Ciprofloxacina que para os interferentes. Desta maneira, o AA deve se
apresentar mais seletivo que M8 e assim foi o escolhido para a sintese. Este
comportamento do M8 pode ser observado no trabalho de Kamel e
colaboradores (Kamel, Mahmoud e Mostafa, 2011), nele o MIP sintetizado
com Acrilonitrila apresentou uma alta capacidade de ligagdo, mas uma
seletividade nao tao pronunciada.

De maneira a poder comprovar se o método utilizado na simulacao é
viavel, outros dois monémeros foram escolhidos para realizar a sintese: um
mondmero que apresentasse pior energia de interagdo e um que
apresentasse energia intermediaria.

O mondbmero que apresentou a menor energia de interagcdo foi o M9
(Etileno Glicol Dimetacrilato), contudo, pelas mesmas razdes, ou seja, por nao
apresentar energia menor que a dos interferentes, este nao foi o escolhido
para a sintese. Fazendo esta analise o mondbmero que apresenta o menor
resultado € o 1VN (1-Vinilimidazol), que foi o selecionado para a sintese. O
monémero ACL (Acrilamida) também foi selecionado para sintese, visto
apresentar uma energia de interagcdo intermediaria para a Ciprofloxacina e

semelhante para as outras moléculas interferentes.
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Tais resultados da simulagdo s&o, em sua maioria, explicaveis.
Monémeros que contém atomos eletronegativos, tais como, N e O,
apresentarao maiores afinidades, pois favorecem a formacao do complexo de
pré-polimerizacao monémero-molécula. Tal fato se deve provavelmente a
estrutura quimica da Ciprofloxacina, apesar de complexa, contém regides
nitrogenadas e oxigenadas, explicando a clara afinidade por monémeros que

se ligam através de ligacdes de hidrogénio.

4.2. LIMPEZA DAS AMOSTRAS

Para formagdo das nanocavidades seletivas, tdo importante quanto as
condicbes de sintese € a extragdo da molécula do interior do polimero sem a
destruicdo da conformagado quimica da nanocavidade, pois é exatamente isto que
define um MIP.

Para isso, como ja mencionado, os MIPs foram acondicionados em papel
filtro e percolados com metanol:acido acético (9:1, v/v) utilizando-se um extrator
soxhlet. O solvente foi trocado diariamente e analisado com um espectrometro UV-

Vis, conforme apresentado na Figura 21.
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Figura 21. Lavagem do MIP para extragdo da Ciprofloxacina e criagdo da
nanocavidade seletiva.

Pode-se concluir a partir da Figura 21 que durante os dois primeiros dias
uma grande quantidade de Ciprofloxacina foi liberada na solugdo, visto que o
espectro apresentou absor¢ao maior que a maxima suportada pelo equipamento. No
terceiro dia pode-se observar o pico de absorg¢ao da Ciprofloxacina (A = 280 nm), o
que comprova que realmente ela estava sendo liberada na solugdo. O pico
observado na regido de 210 nm é devido ao acido acético utilizado como solvente
para extracdo da molécula molde. No quarto dia (42 lavagem) percebe-se claramente
gue nao estao mais sendo liberadas moléculas de Ciprofloxacina no solvente.

Como a Ciprofloxacina foi extraida juntamente com o solvente e nao se

percebe outros picos no espectro, pode-se concluir que: possivelmente as
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nanocavidades seletivas foram criadas, visto que foi extraida somente a molécula
molde; que as ligagdes foram predominantemente ndo covalentes visto que o acido
acético consegue retirar a molécula molde facilmente; e que este sera um solvente

adequado para eluicdo da Ciprofloxacina quando aplicarmos o polimero para

MISPE.
4.3. OTIMIZAGAO E AVALIACAO DOS ESTUDOS DE RELIGAGAO
4.31. Otimizacao do solvente de religacao

O solvente utilizado para extracdo da Ciprofloxacina da amostra e ligagao
com o MIP é de suma importancia para a técnica de MISPE. Sabendo que a solugao
Metanol:Acido Acético (9:1, v/v) é adequada para retirada da Ciprofloxacina do MIP,
0 proximo passo foi determinar o melhor solvente para religacdo. Nas Figuras 22 a
24 sao apresentados os resultados para o melhor solvente de religagdo. As analises

foram realizadas em triplicata para cada polimero.
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Figura 22. Percentual de agua no solvente para religacao de Ciprofloxacina pelo MIP
sintetizado com o0 monémero AA (o percentual restante corresponde a acetonitrila).
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Figura 23. Percentual de agua no solvente para religagao de Ciprofloxacina pelo MIP
sintetizado com o monémero ACL (o percentual restante corresponde a acetonitrila).
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Figura 24. Percentual de agua no solvente para religagao de Ciprofloxacina pelo MIP
sintetizado com o0 monémero 1VN (o percentual restante corresponde a Acetonitrila).

O que se pode perceber para os trés monémeros é que abaixo de 50% de
agua a extragao foi praticamente a mesma. Assim, levando-se em consideragao que
a amostra real serd de urina escolheu-se trabalhar com 50% de agua a fim de
facilitar o experimento e causar o menor impacto ambiental possivel, minimizando o
solvente organico.

Para comparar os resultados dos polimeros, além de todos terem sido
sintetizados de maneira e condigbes similares, as condi¢des de verificagdo de
eficiéncia teriam que ser as mesmas, desta maneira, os experimentos de religacao
para obtencdo das isotermas de adsorcdao foram realizados com solugdes

compostas por 50% de agua e 50% de acetonitrila.
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4.3.2. Otimizacao do pH na solugao de religagao

Como a solubilidade da Ciprofloxacina é fortemente dependente do pH, foi
realizado um experimento para verificar sua variagdo no comportamento da
religagcdo, como apresentado nas Figuras 25 a 27. O solvente utilizado para o estudo
foi o que apresentou o melhor resultado no item anterior, ou seja, 50% de agua e
50% de acetonitrila.

A Ciprofloxacina é altamente soluvel em solugdes acidos, desta maneira, os
testes foram realizados em pH < 7. Nao foram possiveis analises com pH > 5, visto
que nestas condicbes as amostras apresentaram-se pouco soluveis, devido a suas

caracteristicas acido-base.
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Figura 25. Influencia do pH na extracao de Ciprofloxacina pelo MIP sintetizado com
o monémero AA.
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Figura 26. Influencia do pH na extragdo de Ciprofloxacina pelo MIP sintetizado com
o monémero ACL.
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Figura 27. Influencia do pH na extracao de Ciprofloxacina pelo MIP sintetizado com
o mondémero 1VN.
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Como pode ser observado, para os trés MIPs, a maxima adsor¢cao de
Ciprofloxacina ocorre em torno do pH 3,5, abaixo deste valor a adsorgado fica
comprometida provavelmente devido a Ciprofloxacina estar fortemente solubilizada
no meio, de maneira que se favorece o processo de dessorgao.

Para pH > 3,5 a adsorcdo também é comprometida, nestas condi¢cdes as
moléculas de Ciprofloxacina ndo devem estar protonadas o suficiente para favorecer

as ligacdes de hidrogénio.

4.3.3. Cinética da Adsorcgao

De maneira a entender o comportamento da cinética da reagdo, as
condi¢gdes acima de solvente (H20:ACN, 1:1, v/v) e pH (3,5) foram ajustadas e a
exposicdo da Ciprofloxacina ocorreu na mesma temperatura (298K) e presséo (10°
Pa) para todos os MIPs, porém variando-se os tempos. Na Figura 28 é apresentado
o resultado do estudo para o monémero ACL.

Pode-se observar que a cinética de transferéncia de massa é relativamente
boa e que, claramente apds 120 min atinge-se o equilibrio da reacéo, ou seja, a taxa
de adsorgao se iguala a taxa de dessorgéo.

Levando-se em consideracédo que o tempo de equilibrio ndo foi muito baixo e
que no momento das isotermas de adsorcdo as condicdes de religacdo da
Ciprofloxacina devem ser iguais para todos os MIPs, julgou-se necessario o
entendimento da cinética de somente um polimero e posteriormente estender as
condicbes aos demais. Para isso, o polimero sintetizado com o monémero ACL foi

selecionado, pois apresentava afinidade intermediaria na simulagao.
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Figura 28. Cinética de adsor¢ao da Ciprofloxacina pelo monémero ACL.

4.3.4. Curva de ruptura

Pode-se observar na curva de ruptura, apresentada na Figura 29, que
quanto menor o fluxo menor o efeito de dispersdo, desta maneira a escolha do
menor fluxo representaria a melhor escolha, no entanto, quanto menor o fluxo mais
tempo as analises demoram, como apresentado na Figura 30. Desta maneira, as
analises foram no sentido de aperfeicoar o maior fluxo possivel que nao interferisse
na qualidade dos resultados, ou seja, que mantivesse a capacidade de retengao do

MIP.
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Figura 29. Curva de ruptura em relagao ao volume da solugao de Ciprofloxacina na
coluna de MIP sintetizado com o monémero ACL variando o fluxo de 0,5 a 2 mL min°
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Figura 30. Curva de ruptura em relagdo ao tempo de analise para a coluna de MIP
sintetizado com o monémero ACL variando o fluxo de 0,5 a 2 mL min".
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A analise do desempenho da adsorcao da Ciprofloxacina através do MIP foi
realizada utilizando a linearizagdo do modelo de Thomas, conforme apresentado na
Figura 31. Para isso o ajuste dos dados foi realizado no intervalo de concentragao

relativa: 0,1 < C Co'< 0,9 (Chowdhury et al., 2013).
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Figura 31. Linearizagcdo da curva de ruptura da Figura 30 para obtencdo dos
parametros de adsorcéao.

Na Tabela 4 sdo apresentados os parametros de ajuste da equagéao

linearizada de Thomas, apresentada na equacgao 5.
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Tabela 4. Parametros do modelo de Thomas para Ciprofloxacina em diferentes
fluxos usando analise de regresséo linear (massa de MIP de 35 mg e concentragao
da solugédo de 100 mg L-1).

? Ajuste ks 10 Y
(mL min™) (mL min" mg™) (umol g™)
0,5 (?O_ 1) = 11,6(25) - 0,122(0,017). 12,2 397,5 0,90
1,0 (?" - ) = 5,15(0,89) — 0,108(0,013).¢ 10,8 3990 0,91
2,0 In (% - 1) =1,42(0,21) — 0,0865(0,0064). ¢ 8,6 274.,8 0,96

Pode-se observar na Tabela 4 que o ajuste dos dados foi relativamente bom
e que, como esperado, quando o fluxo & aumentado para 2,0 mL min' a capacidade
maxima de adsorcao é reduzida em aproximadamente 30% em relacédo ao fluxo de
0,5 mL min”', isto devido aos efeitos de dispersdo e menor tempo de interagédo da
Ciprofloxacina com o polimero. No entanto, observa-se que praticamente ndo ha
mudanga significativa entre os valores de M para os fluxos de 0,5 e 1,0 mL min’
(aproximadamente 0,3%), desta maneira qualquer fluxo abaixo de 1,0 mL min’
podera ser utilizado sem perda na capacidade de retengao do polimero.

Pelos mesmos motivos apresentados para a analise da cinética da
adsorcao, os experimentos foram realizados somente com o polimero sintetizado

com o monémero ACL.

4.4. ESTUDOS DE RELIGACAO ATRAVES DA CONSTRUCAO DE

ISOTERMAS DE ADSORGAO

No processo de adsor¢gdao normalmente s&do empregados os modelos de

isoterma de Langmuir e Freundlich para interpretar os dados experimentais de
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adsorcao, devido a facilidade de linearizacdo destas equacdes, onde os parametros
podem ser estimados mais facilmente. Entretanto, esta forma simplificada nao
considera que na analise dos dados muitas vezes se revelam desvios sistematicos
da isoterma ajustada (Klug et al., 1998).

Neste sentido, os multiplos parametros de uma isoterma sdo melhor
ajustaveis através de um método de regressao néo linear. O ajuste dos dados
experimentais das isotermas de adsorgao para os trés monémeros foram realizados
com os modelos de isoterma de Langmuir (L), Freundlich (F), Langmuir-Freundlich
(LF), Redlich-Peterson (RP), Téth (T), Dubinin-Radushkevich (DR) e Temkim (TK).
Nas Figuras 32 a 34 sdo apresentados os ajustes das fungbes para os trés
mond&meros.

Esta analise é€ fundamental para a comprovagdo da aplicabilidade da
melhoria dos MIPs utilizando simulagcdo computacional semi-empirica do complexo
de pré—polimerizagao, visto que todos os polimeros foram sintetizados de maneiras
idénticas, variando somente o monémero entre si, as diferengas entre eles devem
ser apresentadas com as isotermas de adsorgao.

Desta maneira, o estudo cuidadoso dos melhores modelos se torna

essencial para o trabalho.
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Figura 32. Ajustes dos dados experimentais de adsorgao de Ciprofloxacina com MIP
utilizando o monémero AA empregando sete modelos de isotermas.
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Figura 33. Ajustes dos dados experimentais de adsor¢ao de Ciprofloxacina com MIP
utilizando o monémero ACL empregando sete modelos de isotermas.
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Figura 34. Ajustes dos dados experimentais de adsorg¢ao de Ciprofloxacina com MIP
utilizando o monémero 1VN empregando sete modelos de isotermas

Os parametros de ajustes das isotermas, tais como os R? e a media dos
desvios quadraticos dos residuos sdo apresentados na Tabela 5.

A escolha do melhor modelo de isoterma, portanto o melhor ajuste dos
dados, para estimar o comportamento de adsor¢ao dos MIPs foi realizada levando
em consideragdo o maior coeficiente de regresséo (R?) e o menor desvio médio dos
dados (d). Pode ser observado na Tabela 5 que dos modelos apresentados os que
melhor ajustam os dados s&o os modelos das isotermas de Langmuir e Langmuir-
Freundlich.

A similaridade entre os resultados € esperada visto que as concentragdes
sdo elevadas e neste caso os ajustes dos modelos tendem a mesma condigao. Isto
pode ser observado com o parametro 3, que tem valor aproximadamente 1 para o

modelo Langmuir-Freundlich.
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Tabela 5. Resultados dos parametros dos ajustes dos dados experimentais de
adsorcao de Ciprofloxacina com MIPs empregando as isotermas de Langmuir (L),
Freundlich (FR), Langmuir-Freundlich (LF), Redlich-Peterson (RP), Toth (TO),
Dubinin-Radushkevich(DR) e Temkim (TK).

Modelo MN K (L pmol-) M (umol g) B R? 5
AA 0,0396+0,0036 282 £ 11 - 0,995 244
LA ACL 0,0446+0,0039 2238*7,1 - 0,993 32,3
1VN 0,0434+0,0028 202,5+41 - 0,996 15,9
AA 24,545 - 0,514+0,049 0,967 170,5
FR ACL 30,3+7,7 -- 0,378+0,058 0,903 468,7
1VN 29,11+6,9 - 0,352+0,050 0,919 363,44
AA 0,0357+0,0066 265123 1,08+0,11 0,995 26,8
LF ACL 0,0263+0,0035 204,7+3,9 1,258+0,058 0,998 7,1
1VN 0,0352+0,0063 195,4+5,7 1,102+0,077 0,997 14,2
AA  (3,1+2,4)x10% 24,56,7 0,486+0,090 0,961 204,6
RP  ACL (5,8+3,8)x10% 30,319,4 0,622+0,086 0,884 562,4
1VN (4,6+3,1)x10%6 29,1+7,6 0,647+0,056 0,903 436,1
AA 1,04+0,99 (1,37+0,26)x10®¢ -0,03+0,30 0,958 219,6
TO ACL 0,0066+0,0036 11321570 1,52+0,15 0,998 8,0
1VN 0,026+0,016 3031150 1,130,176 0,996 16,3
AA 0,0061+0,0025 10,56+0,42 0,057+0,013 0,994 33,0
DR ACL 0,0065+0,0006  9,831+0,067 0,062+0,005 0,997 13,2
1VN 0,0041+0,0008 9,61+0,11 0,047+0,007 0,994 28,1
AA 2,0+1,3 3,8+1,8 0,11+0,36 0,766 12194
TK ACL 1,4+0,9 3,412,0 0,099+0,047 0,840 7722
1VN 1,2+0,9 3,51£1,6 0,113+0,059 0,893 477,6

Assim, devido a simplicidade da analise e similaridade nos resultados, pode

ser concluido que o MIP se comporta de acordo com o modelo da isoterma de

Langmuir, o que esta de acordo com uma série de trabalhos da literatura (Liu et al.,

2007; Yan e Row, 2008b; Yan, Row e Yang, 2008; Yan, Tian e Row, 2008; Kamel,

Mahmoud e Mostafa, 2011; Oliveira, Moreira e Sales, 2011).
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Este resultado corrobora o ajuste bom dos dados nas curvas de retengéo
pelo modelo de Thomas, visto que este modelo leva em consideracao as condi¢coes

de Langmuir.

Desta maneira conclui-se que as cargas maximas suportadas pelos MIPs
foram de 282 + 11, 223,8 + 7,1 e 202,5 + 4,1 uymol g*' para os monémeros AA, ACL e
1VN.

Conforme os resultados da simulagao computacional, estes resultados eram
previstos, o que comprova a eficacia da técnica para previsao dos resultados da
capacidade de retencdo dos polimeros. Desta maneira, o objetivo principal do
trabalho foi alcangado com sucesso, ou seja, a comprovagdo que a simulagdo do
complexo de polimerizagcao € um dos fatores primordiais e de inicio de estudos para
formacao de MIPs.

Analisando outros resultados publicados na literatura podemos observar
que, na maioria dos casos, a simulacdo computacional do complexo de pré-
polimerizagao realizada no trabalho foi util para prever estes resultados, conforme
apresentado na Tabela 6. Pode-se observar também que o monémero M8 seria o
mais indicado para a sintese do MIP, conforme proposto por (Kamel, Mahmoud e

Mostafa, 2011), o que, no entanto, nao refletiu na seletividade do polimero.

Desta maneira, pode-se provar que a simulacdo semi-empirica da interacao
do mondémero com o analito de interesse representa um estudo importante para

entendimento da eficiéncia e capacidade de retengao de polimeros impressos.
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Tabela 6. Resultados computacionais e experimentais do presente trabalho e alguns
publicados na literatura. Os monémeros (M) que nao estao apresentados nao foram
relatados para sintese de polimeros para Ciprofloxacina na literatura.

E (kJ mol)

MN M (umol g™) Referéncia
(simulagao)

218214 M8 11300(HA)/16700(LA)* (Kamel, Mahmoud e Mostafa, 2011)

-117.526 M4 282 + 11# Presente trabalho

-113.812 M5 2238+ 7,1% Presente trabalho
52(HA)/307(LA)*® (Yan, Tian e Row, 2008)

111.244  M20 99 (HA)/292(LA)* (Yan, Qiao e Row, 2009)
51(HA)/258(LA)*$ (Yan e Row, 2008a)
49(HA)/241(LA)* (Yan, Row e Yang, 2008)

11800(HA)/16100(LA)*  (Kamel, Mahmoud e Mostafa, 2011)

217(HA)/1106(LA)* (Oliveira, Moreira e Sales, 2011)
50(HA)/233(LA)* (Yan e Row, 2008b)
-93.2959 M12
1.58(HA)/183.18(LA)* (Liu et al., 2007)
55.78% (Wang et al., 2014)
7.2-11.8%% (Liu et al., 2013)
123.68%% (Tan et al., 2013)

2400(HA)/13200(LA)*  (Kamel, Mahmoud e Mostafa, 2011)
-72.4458 M17

95 (Oliveira, Moreira e Sales, 2011)

-63.3452 M16 202.5+4 1 Presente trabalho

* HA (High Affinity) e LA (Low Affinity) sdo parametros obtidos a partir da analise de
Scatchard (variante da analise de Langmuir), ® trabalhos que os MIPs nZo se
apresentaram, ou nao foram sintetizados para tal, seletivos somente para a
Ciprofloxacina, foram seletivos para mais de uma fluoroquinolona; * trabalhos que a
polimerizacao foi diferente da do presente trabalho (bulk).
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No entanto, resta saber se o polimero apresenta uma memoria molecular do
efeito de impressdo ou se a retencdo se deve somente pelos sitios ativos
distribuidos aleatoriamente no polimero. Desta maneira, foi selecionado o polimero
com maior capacidade de retencdo para estudo da seletividade perante outras
moléculas que poderiam estar presentes nho momento da analise da amostra de
urina e/ou que fossem semelhantes quanto ao principio de atuacdo em comparacao

com um o polimero ndo impresso (NIP).

4.5. AVALIACAO DA SELETIVIDADE

De maneira a avaliar a formacdo de nanocavidades seletivas no MIP,
adsorgdes competitivas de amostras binarias de ciprofloxacina e um interferente,
foram realizadas em batelada. As mesmas condigbes de massa de polimero
utilizada, concentracdo das amostras, temperatura, agitacédo e pressao na solugao
também foram empregadas para analise do NIP.

Um possivel perfil de adsorgao similar para o MIP e o NIP neste experimento
indicaria a presenca de uma reatividade cruzada, o que é indesejavel, significando
que o objetivo da sintese estaria perdido.

Nestas condi¢des, a seletividade do MIP em relacdo ao NIP foi realizada e
os resultados sao apresentados na Tabela 7, onde pode ser observado que os
valores do fator de separagao (a) para o MIP sdo sempre maiores que 1. Isso
significa que nos MIPs a religacdo das moléculas foi devido a um efeito de
impressao, ou seja, o MIP se liga preferencialmente as moléculas de Ciprofloxacina

do que para os interferentes.
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Tabela 7. Parametros relacionados ao efeito de impressdo do MIP sintetizado com o
mondmero AA para a Ciprofloxacina (CIP) em relagdo as moléculas: Amoxicilina
(AMX), Acido Nalidixico (NAL), Cloranfenicol (CLR), Norfloxacina (NOR), Tetraciclina
Hidroclorada (TCL) e Acido Urico (URC).

Polimero C(mgL') @Q(umolg') K,(mLg"') a I S
CIP 8,370 4,21319 166,73
MIP 641 CIP 217
AMX 16,439 1,28871 25,99 6 55
CIP 12,185 283093 76,96 ’
NIP 1,16 AMX 0,39
AMX 12,864 258345 66,57
CIP 9,086 3,95364 144,15
MIP 652 CIP 1,71
NAL 16,889 1,12573 22,10 5 40
CIP 11,758 208485 84,11 ’
NIP 120 NAL 0,32
NAL 12,638 266494 69,90
CIP 9,293 3,87819 138,25
MIP 772 CIP 214
CLR 17,404 0,93861 17,90 070
CIP 13,003 253516 64,58 ’
NIP 080 CLR 022
CLR 11,92 2,92449 81,25
CIP 9,919 3,65184 121,97
MIP 136 CIP 1,03
NOR 11,427 3,10557 90,01 3
CIP 10,056 3,60053 118,65 ’
NIP 1,03 NOR 0,78
NOR 10,213 3,54319 114,99
CIP 8,995 3,98684 146,81
MIP 825 CIP 2724
TCL 17,418 0,93559 17,79 60
CIP 12,934 25593 65,55 ’
NIP 1,08 TCL 0,29
TCL 13,292 242953 60,56
CIP 7,982 4,35203 180,68
MIP 775 CIP 273
URC 16,746 1,17704 23,31 019
CIP 12,898 257138 66,08 ’
NIP 0,84 URC 0,30
URC 12,102 286111 78,31

Em média o MIP apresentou um fator de separacdao de 6,34 para a
Ciprofloxacina em relagdo aos interferentes. Em relacdo a uma das principais

moléculas que estarao presentes na urina, o acido urico, o MIP apresentou um fator
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de separagao de 7,75. A unica molécula que apresentou um fator de separacao de
aproximadamente 1 foi a de Norfloxacina, o que é esperado devido a grande
semelhanca entre as moléculas. No entanto, este fato ndo é preocupante devido
improbabilidade de ambas estarem presentes em situacdes cotidianas, pois quando
um individuo é tratado com uma n&o é tratado com a outra, ja que apresentam
principio ativo e eficacia semelhantes.

Como previsto, os resultados para o NIP ndao apresentaram o mesmo
comportamento. Em média o fator de separacéo foi de 1,01, o que mostra que a
afinidade para a ligagao de todas as moléculas € semelhante neste polimero.

Pode-se observar também que o fator de impresséao (l) para a molécula de
Ciprofloxacina € sempre superior a unidade enquanto que para os interferentes é
sempre inferior, desta maneira, pode-se concluir que existiu a formagao da cavidade
seletiva.

A seletividade é outra variavel que demonstra a aplicabilidade do polimero.
Para a molécula de Cloranfenicol a seletividade foi quase dez vezes maior o que
demonstra a eficiéncia do MIP sintetizado para a Ciprofloxacina. Para a molécula de
Norfloxacina a seletividade apresentou o pior resultado, no entanto, ainda foi maior
que 1, o que demonstra que as nanocavidades seletivas foram criadas com éxito e
que sao altamente favoraveis a religagdo especificamente com a Ciprofloxacina.
Adicionalmente, a seletividade em relacédo ao acido urico também foi elevada, dado
qgue o valor obtido foi acima de 9.

Desta maneira, pode-se concluir que o MIP apresentou um resultado
altamente satisfatorio e que a impressao foi obtida com sucesso. Assim, a seguir foi

realizada a caracterizagao fisica do polimero, a fim de determinar sua morfologia,
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composi¢ao e estabilidade e para poder determinar em quais condigdes o MIP

podera ser empregado em amostras reais de urina.

4.6. CARACTERIZAGAO FisicA

Polimeros sdo notoriamente dificeis de caracterizar, em grande parte por
conta de sua natureza insoluvel. Os polimeros impressos ndo sd0 uma excegao,
ainda mais levando em conta a necessidade de preservagao das nanocavidades
seletivas. Um grau de caracterizagao é possivel, porém restrito.

A caracterizagado fisica permite investigar a morfologia de polimeros
impressos da mesma maneira que € realizado com a maior parte dos solidos
porosos. Dependendo do método de analise, a informacao é util e pode ser recolhida
sobre os volumes de poros especificos, tamanhos de poro, distribuicdo de tamanho
de poro e areas de superficie especificas dos materiais.

Técnicas instrumentais adequadas incluem: Termogravimetria, Microscopia

Eletrénica de Varredura e Porosimetria por adsorgéo de nitrogénio.

4.6.1. Analises Térmicas

As analises termogravimétricas e térmicas diferenciais dos MIPs sao

apresentadas nas Figuras 35 a 37.
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Figura 35. Termogravimetria e Analise Térmica Diferencial para o MIP sintetizado
com o mondémero AA.
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Figura 36. Termogravimetria e Analise Térmica Diferencial para o MIP sintetizado
com o mondmero ACL.
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Figura 37. Termogravimetria e Analise Térmica Diferencial para o MIP sintetizado
com o mondémero 1VN.

Das andlises TG pode-se verificar que todos os polimeros apresentaram
comportamento térmico semelhante. Até aproximadamente 250 °C nao apresentam
perda de massa e apos aproximadamente 300 °C apresentam perda de massa
significativa. Nas analises DTA pode ser observado que esta transicdo corresponde
a picos exotérmicos. A transicao de fases se completa em aproximadamente 500 °C,
em um unico passo, 0 que resulta em menos de 3% da massa inicial de residuo
soélido de polimero, ou seja, praticamente todos os compostos se transformaram em
produtos gasosos.

Com o experimento supde-se que os polimeros podem ser utilizados em
uma ampla faixa de temperatura, 0 que comprova a teoria inicial das vantagens de
aplicacdo em relagédo a utilizacdo de compostos biolégicos como enzimas e
anticorpos, visto serem altamente sensiveis a pequenas mudangas na temperatura.

Outro ponto importante é a comprovacao que a utilizacdo da extracdo das moléculas
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de Ciprofloxacina apds a sintese para criagdo das nanocavidades seletivas
utilizando-se o extrator soxhlet ndo interfere na estrutura das nanocavidades, visto
que a temperatura de ebulicdo do metanol é aproximadamente 65 °C, fato este que

ja tinha sido comprovado pela analise de seletividade.

4.6.2. Microscopia Eletrénica de Varredura

Uma das caracteristicas fisicas (morfoldégicas) que sado possiveis de se
observar nos MIPs é avaliada por meio de microscopia eletrénica de varredura

(MEV). Os resultados dos MEV sao apresentados nas Figuras 38 a 40.

Microesféras  primeira familia de poros

(100-200 nm) -, (micropdros; <2 nm)
Agregrado de &
Microesféras

Nucleos (10-30 nm)

/ J 1pm IQ-UNESP 6/21/2012 — 1lpm IQ-UNESP 6/21/2012

X 20,000 2.00kV SE GB_LOW WD 7.8mm 4:00:47 X 20,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 8.0mm 4:16:12
Segunda familia de poros Terceira familia de poros
(mesoporos; 2-50 nm) (macroporos; 50-1000 nm)

Figura 38. Microscopia Eletrobnica de Varredura (equipamento FEG-MEV; JEOL
modelo 7500F) para o MIP sintetizado com o monémero AA e explicagdo sobre a
porosidade resultante dos MIPs proposta por Spivak (Spivak, 2005).
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Figura 39. Microscopia Eletrénica de Varredura (equipamento FEG-MEV; JEOL
modelo 7500F) para o MIP sintetizado com o monémero ACL.

25kVU X1©,800 1 Men 18 35 SEI 25kV X109, 000 1 0en

Figura 40. Microscopia Eletrénica de Varredura (equipamento MEV; Topcon, modelo
SM300) para o MIP sintetizado com o monémero 1VN.

O MEV apresentado na Figura 38 mostra claramente a morfologia proposta
por Spivak (Spivak, 2005), onde se verifica a formagao de nucleos que se formam ao
redor do iniciador com diametro entre 10 e 30 nm, que, em seguida, agregam-se
para formar as microesferas, com didmetros que variam entre 100 nm e 200 nm que
se agregam em conjuntos maiores e formam o corpo do MIP (granulos).

A area superficial do MIP é formada de poros irregulares localizados entre os

agregados de microesferas, denominados macroporos que apresentam diametro
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maior que 50 nm ou pelos espagos entre os agregados de microesferas, que sao
denominados mesoporos e apresetam diametro entre 2 e 50 nm e pelos espacos
entre as microesferas, que sdo denominados microporos e apresentam diametro
menor que 2 nm, que é onde deve estar presente as nanocavidades seletivas. Um
estudo de distribuicdo de volume de poros pode mostrar quais destes poros
representam a maior contribuic¢ao.

De acordo com os resultados de MEV apresentados nas Figuras 38 a 40,
nota-se que, devido ao processo de trituracao, tanto os polimeros impressos quanto
0s nao impressos apresentam aparentemente particulas bastante irregulares e
distribuicdo dos tamanhos nao uniformes. Contudo, essa afirmacao da diferenga na
porosidade dos materiais somente podera ser comprovada utilizando-se a técnica de

adsor¢ao de nitrogénio.

4.6.3. Adsorcao de Nitrogénio

As aparentes diferengas nas imagens que sao realizadas com MEV, Figuras
38 a 40, podem ser confirmadas utilizando-se a analise de adsor¢gao de nitrogénio
para determinacdo da area superficial especifica, volume dos poros e diametro
médio dos poros entre os MIPs, os NIPs e entre si, conforme apresentado na Tabela
8, onde se apresentam os resultados da comparag¢ao dos polimeros.

Pode ser observado que a area superficial especifica média dos MIPs
(264,55 m? g') & maior que a dos NIPs (133,38 m? g'), resultados estes que
também sao observados em outros trabalhos, como o trabalho realizado por
Farrington e colaboradores (Farrington, Magner e Regan, 2006). A alta porosidade

exibida por ambos os MIPs pode ser atribuida a presenga de mesoporos (Spivak,
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2005), o que contribui, ndo sé para o reconhecimento molecular, mas, também, para

processos adsortivos.

Tabela 8. Porosimetria dos polimeros impresso e nao impressos (temperatura de
secagem 80 °C).

Polimero Area Superficial Volume de poro Diametro médio
(m? g) (cm® g do poro (A)
AA 515,408 0,09103 20,229
MIP ACL 197,564 0,01821 19,276
1VN 80,689 0,00115 18,858
AA 295,081 0,05601 16,180
NIP ACL 91,336 0,01749 16,076
1VN 13,732 0,00171 15,609

Pode-se observar também que o polimero sintetizado com o monémero AA
apresentou area superficial maior que a dos outros polimeros. Tais resultados
podem ser confrontados com os da capacidade maxima de adsor¢cao dos polimeros
pelo método de Langmuir (Tabela 5). Percebe-se claramente a proporcionalidade
dos resultados, ou seja, quanto maior a area superficial dos polimeros (Tabela 8)
maior sua capacidade de adsorgdo (Tabela 5). A explicacdo da relagédo entre area
superficial e capacidade de adsor¢cao pode ser entendida quando se verifica que os
poros apresentaram volumes médios semelhantes para todos os MIPS, neste caso,
os incrementos na area s6 podem ocorrer pela formagao de maior quantidade de
poros e, portanto, maior a imobilizacdo do analito e a capacidade de adsorcao.

Ainda, pode-se observar que o tamanho médio dos poros dos MIPs foi de
19,45 A. Este resultado comprova a teoria de distribuicdo de poros de Spivak
(Spivak, 2005) e pode-se concluir que o principal fator de impressao € devido aos

MICroporos.
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De maneira a verificar a hipotese de que estes poros seletivos
correspondem a impressao pela molécula de Ciprofloxacina, uma modelagem
computacional foi realizada pelo método de melhoria de geometria por mecénica
quantica, utilizando a teoria de densidade funcional (DFT, sigla em inglés para
Density Functional Theory), para estimar a dimensao da molécula, levando em
consideracao sua estrutura eletrénica.

A definigdo das fronteiras da molécula foi considerada como a regido onde a
densidade eletronica total apresentou valores maiores que 0,00001 e/A3. O valor do
comprimento do maior eixo da molécula de Ciprofloxacina calculado apds a
simulacao foi de 18,71 A, muito préximo do valor determinado nos experimentos de
adsorgao de nitrogénio para os MIPs, ou seja, 3,8 % menor que o valor determinado
pelos experimentos de adsorg¢ao de nitrogénio.

Estes resultados sugerem que o MIP pode ser considerado um nano
material seletivo e com potencial para aplicacdo comercial para extracdo de
moléculas em niveis muito baixos em amostras reais.

Outro ponto a se considerar é o fato dos MIPs apresentarem tamanhos de
poros maiores que o simulado, enquanto que os NIPs apresentam tamanhos de
poros inferiores, tal resultado sugere a impressdao molecular e, portanto, a
seletividade dos MIPs, visto que uma molécula de Ciprofloxacina ndo poderia “se
encaixar’ em um poro com tamanho inferior a sua dimensao e as ligagdes com este
polimero sdo nao especificas.

Tal experimento também explica a seletividade menos pronunciada para a
Norfloxacina. Sua molécula apresenta, além de sitios de interacdo bastante
semelhantes, dimensao ligeiramente inferior a molécula de Ciprofloxacina, o que

permite sua quase perfeita interagdo com o MIP.
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Apesar de a area superficial ser consideravelmente maior para os MIPs,
pode-se concluir que os valores satisfatérios do fator de separacao para o MIP e da
maior seletividade em relacdo ao NIP se devam exclusivamente ao efeito de

impressao (formagao de nanocavidades).

4.7. APLICACAO EM AMOSTRA DE URINA HUMANA

4.71. Desempenho analitico (pré-concentragao)

De maneira a avaliar a aplicabilidade em amostras reais, o MIP sintetizado
com o mondmero AA foi usado com o objetivo de pré-concentrar a Ciprofloxacina em
um volume cinco vezes menor com amostras com concentragbes de 5 a 30 ug mL-"
conforme apresentado nas Figuras 41 a 46.

As medidas do desempenho da técnica foram realizadas utilizando o HPLC
UV-Vis Shimadzu®, com o mesmo método cromatografico dos experimentos de
religagdo proposto por Uslu e colaboradores (Uslu et al., 2008). O comprimento de
onda de absorcao do detector foi de 280 nm. O cromatégrafo foi equipado com uma
coluna de fase reversa com silica C18 phenomenex® (250%4,60 mm e 5 ym de

tamanho de particula).
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Figura 41. Perfil cromatografico da amostra de urina pré-concentrada por MISPE
(polimero sintetizado com o monémero AA) para amostras com 5 mg L.
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Figura 42. Perfil cromatografico da amostra de urina pré-concentrada por MISPE
(polimero sintetizado com o monémero AA) para amostras com 10 mg L.
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Figura 43. Perfil cromatografico da amostra de urina pré-concentrada por MISPE
(polimero sintetizado com o monémero AA) para amostras com 15 mg L.
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Figura 44. Perfil cromatografico da amostra de urina pré-concentrada por MISPE
(polimero sintetizado com o monémero AA) para amostras com 20 mg L.
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Figura 45. Perfil cromatografico da amostra de urina pré-concentrada por MISPE
(polimero sintetizado com o monémero AA) para amostras com 25 mg L.

18.0- —30mgL"
S140] o Padrao

512.0;', \

\
A\
AN}

Intensidade
(@))
Q

0.0_—|—|— T = T T T

0O 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (min)

Figura 46. Perfil cromatografico da amostra de urina pré-concentrada por MISPE
(polimero sintetizado com o monémero AA) para amostras com 30 mg L.
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Como observado nos cromatogramas das Figuras 41 a 46, o experimento,
além de pré-concentrar a amostra, também retirou os interferentes, ou seja, realizou
uma limpeza da amostra, como desejado e discutido mais detalhadamente no
préximo item.

Os resultados do ajuste do desempenho da MISPE sintetizado com o
mondmero AA antes e depois da pré-concentragcédo estdo apresentados na Figura 47

e compilados na Tabela 9.
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Figura 47. Curva analitica das amostras antes e apés a MISPE (mondmero AA).
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Tabela 9. Caracteristicas de desempenho do experimento de pré-concentracio
(MISPE — Monémero AA).

Parametros CIP

Preciséo (R.S.D.) 4,8 %

Limite de detecgao (3d) 70 ng mL™!

Faixa de calibracg3o linear 5—30 ug mL"

Regress&o ap6s a pré-concentragdo AA=649482,8Ccip + 387799,2

Regressao convencional AA=121858,4Ccr + 405500, 1
649482,8 _

Fator de enriquecimento 5,32

121858,4

A precisdo do método para os padrdes, avaliadas em termos do desvio
padrao relativo para nove amostras (R.S.D., n=9) foi de 4,8 %. O limite de detecgéao
foi de 70 ng mL-'. Outros trabalhos publicados na literatura encontraram valores de
41.300; 46.300 e 32.000 ng mL' no trabalho de Kamel e colaboradores (Kamel,
Mahmoud e Mostafa, 2011) utilizando MISPE para serem aplicados a urina humana;
3.000 ng mL™" para o trabalho de Oliveira e colaboradores (Oliveira, Moreira e Sales,
2011) analisado Ciprofloxacina com membranas impressas em PVC como sensor;
utilizando uma coluna de fase reversa C18 Kamberi e colaboradores (Kamberi et al.,
1998) encontraram um limite de quantificagdo de 10 ng mL™" para amostras em
plasma humano e 500 ng mL-' em urina humana.

O limite de calibragao linear, definido como o intervalo onde o ajuste R? >
0,98, se apresentou satisfatorio para o intervalo de 5 a 30 ug mL™", o que permite a
utilizacdo em uma gama de amostras ambientais.

Quanto ao fator de pré-concentracao, este foi definido como a razéo entre a

inclinacdo da curva analitica obtida apds a pré-concentragcao e a inclinagao antes da
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pré-concentracao. O resultado encontrado foi de 5,32, o que representa 6,4% a mais

do que o previsto, que seria de cinco vezes.

4.7.2. Limpeza e recuperacgao

De maneira a verificar a possibilidade de eliminacdo dos interferentes em
amostras complexas, foram utilizadas amostras de urina humana enriquecidas com
Ciprofloxacina com concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 yg mL™". Nas Figuras 48
a 53 estdo apresentados os cromatogramas das amostras de urina humana
enriquecidas antes e apos a MISPE e sem pré-concentracdo. Os experimentos
foram realizados utilizando-se o HPLC Shimadzu®, conforme descrito anteriormente.
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Figura 48. Perfil cromatografico da amostra de urina enriquecida com Ciprofloxacina
antes e apos ser limpa por MISPE (mondmero AA) para amostra com 5 yg mL-".
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Figura 49. Perfil cromatografico da amostra de urina enriquecida com Ciprofloxacina
antes e apds ser limpa por MISPE (mondmero AA) para amostra com 10 yg mL-".
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Figura 50. Perfil cromatografico da amostra de urina enriquecida com Ciprofloxacina
antes e apos ser limpa por MISPE (mondmero AA) para amostra com 15 ug mL-".
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Figura 51. Perfil cromatografico da amostra de urina enriquecida com Ciprofloxacina
antes e apds ser limpa por MISPE (mondémero AA) para amostra com 20 yg mL-".
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Figura 52. Perfil cromatografico da amostra de urina enriquecida com Ciprofloxacina
antes e apos ser limpa por MISPE (mondmero AA) para amostra com 25 ug mL-".
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Figura 53. Perfil cromatografico da amostra de urina enriquecida com Ciprofloxacina
antes e apds ser limpa por MISPE (monémero AA) para amostra com 30 yg mL-".

Pode ser observado que o MIP, além de ser altamente seletivo e possibilitar
a pré-concentracéo da Ciprofloxacina, também oferece um grande poder de limpeza
das amostras, permanecendo a molécula de interesse enquanto que as outras sao
reduzidas consideravelmente em aproximadamente 85% em relacdo a concentracao
inicial.

Desta maneira, os MIPs possibilitam a utilizacdo de métodos analiticos
menos seletivos para detecgdo deste farmaco, como o UV-Vis, pois com a limpeza
da amostra os picos do espectro ndo se sobrepbéem e o pico obtido € devido
somente a Ciprofloxacina. Além disso, permite a melhoria no limite de detecgcao e
quantificacdo de outros métodos utilizados atualmente, como os cromatograficos.

Por fim, de maneira averiguar a exatiddo das medidas empregaram-se

testes de adicao e recuperagao. Os resultados podem ser vistos na Tabela 10.
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Tabela 10. Recuperagdo da Ciprofloxacina (CIP) com coluna MISPE-AA para
amostras de urina humana.

Amostra CIP adicionada (ug) CIP medida (ug) Recuperagéao (%)

0 0,88 £0,12 ---

25 244 +0,5 97,6%

50 53,6 +2,8 107,2%

Urina

75 90,6 + 3,2 120,8%
humana

100 104,6 £ 0,3 104,6%

125 121,2+ 3,2 97,0%

150 141,31+ 4,2 94,2%

Pode-se verificar que a recuperacgao foi satisfatéria, em média de 102%. No
entanto o método é limitado a concentragdes menores, pois quando se tende a
concentragcbes elevadas de Ciprofloxacina na solugdo a recuperagdo cai
rapidamente. No entanto, este resultado ndo é um fator preocupante, visto que o
método foi desenvolvido exatamente para limpeza e pré-concentracdo de amostras
pouco concentradas, o caso de concentracbes maiores pode ser facilmente
resolvido utilizando-se somente o HPLC.

De maneira a avaliar a comparagdao do método com a utilizagdo de SPE
utilizando coluna de fase reversa C18, as amostras também foram injetadas nesta
coluna, conforme apresentado na Tabela 11. Pode-se verificar que no caso da
coluna C18 a recuperagédo média foi de 157,6%. O valor elevado deve-se ao fato
desta coluna pré-concentrar todos os analitos que sao apolares, o que resultou na
superposicao de picos cromatograficos. Mostrando uma vez mais as vantagens

oferecidas pelo MIP sintetizado neste trabalho.
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Tabela 11. Recuperagao da Ciprofloxacina (CIP) com coluna C18 para amostras de
urina humana.

Amostra CIP adicionada (ug) CIP medida (ug) Recuperagéo (%)

0 50+£1,9 -

25 58,2+ 4,0 232,8%

50 109 £ 3,5 218,0%

Urina

75 114 £29 152,0%
Humana

100 87,426 87,4%

125 149 +£41 119,2%

150 204 + 3,9 136,0%
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CAPITULO V

CONCLUSOES
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5. CONCLUSOES

Como proposto na literatura, as simulagdes computacionais se
apresentaram como ferramenta para desenvolvimento de produtos mais especificos
e o entendimento de seus comportamentos.

No trabalho, provou-se que um estudo sistematico e detalhado da interacao
do complexo de pré-polimerizagdo (mondmeros mais utilizados na literatura e a
Ciprofloxacina), utilizando simulagéo quantica semi-empirica, resulta em energias de
interagcdo que podem ser utilizadas para melhoramento dos polimeros
molecularmente impressos.

As isotermas de adsorcido realizadas com MIPs sintetizados variando-se
somente os mondmeros provaram que a afinidade dos polimeros pela Ciprofloxacina
foi diretamente proporcional a energia de ligagao resultante da simulagéo
computacional, confirmando o ponto principal do trabalho que foi provar que a
simulagdo poderia ser util para economia de tempo e investimento no
desenvolvimento destes polimeros.

Desta maneira, a simulagao quantica facilitou, e com grande precisao, a pré-
selecdo dos mondmeros funcionais para impressao molecular, permitindo a
preparacdo de matrizes impressas pré-melhoradas.

A seletividade do material se mostrou bastante elevada em relacdo ao
polimero n&o impresso, chegando a quase dez vezes maior para a Ciprofloxacina do
que para uma lista de seis moléculas interferentes, o que demonstra que a
nanocavidade seletiva foi criada com sucesso.

A caracterizagao fisica do material mostrou que foi criado um material
resistente a temperatura e estavel até aproximadamente 250 °C, o que possibilita a

aplicacdo em situagdes onde sistemas biolégicos ndo podem atuar. Além do mais,
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foi possivel verificar com a medida da porosidade e confirmagao por simulagcdo
computacional quantica DFT que a maioria dos poros criados se deve as
nanocavidades formadas pela extragao da Ciprofloxacina.

O MIP ainda permitiu concentrar as amostras de urina humana de
ciprofloxacina em torno de cinco vezes, além de permitir limpar a amostra de
interferentes, o que possibilita a utilizacdo de técnicas menos sensiveis e/ou a
melhoria nos limites de detecgao de técnicas mais sensiveis. A recuperagcao média
de Ciprofloxacina em amostras de urina humana foi de aproximadamente 102% em
média, o que ndo foi o caso de quando se utilizou a coluna comercial de fase
reversa C18, que, além de pré-concentrar a ciprofloxacina, também pré-concentrou
uma série de outros compostos presentes na urina humana, e resultou em uma
recuperacdo media de aproximadamente 150%. Tais caracteristicas permitem
afirmar que o material apresenta aplicabilidade comercial elevada.

Assim, pode ser comprovado que a simulagdo computacional se apresenta
como uma ferramenta fundamental para o entendimento do funcionamento dos MIPs
e principalmente para seu melhoramento, além disso, foi provado que a simulagao
quantica semi-empirica € uma ferramenta util para criagao de polimeros impressos

com aplicabilidade comercial.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras de continuidade do trabalho serdo realizadas
simulagcdes computacionais utilizando-se a mecanica molecular para o entendimento
das melhores estequiometrias do analito em relagdo aos demais componentes da
sintese: mondémero, agente reticulante, iniciador radicalar e solvente. Serdao também

estudados os melhores solventes porogénicos.

A escolha para a simulacéo por dinamica molecular se deve neste caso pelo
custo computacional empregado. Uma sintese em nivel semi-empirico teria um custo
proporcional ao estudo experimental, o que inviabilizaria o fundamento. Para
comprovar os resultados novas sinteses deverdo ser realizadas e o material

resultante caracterizado.

Outra perspectiva possivel para utilizagdo do trabalho é a utilizagao do MIP
em sensores opticos e eletroquimicos. Para isso, outras técnicas de sintese poderao

ser empregas com os aperfeicoamentos ja estudados.
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