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RESUMO

O desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais seletivos e sensiveis é de
grande importancia para uma melhor qualidade na determinagdo de espécies
quimicas, assim, aumentando a confiabilidade dos resultados obtidos. Com isso, o
emprego e otimizagdo das etapas de separagéo/concentracao se faz necessario. O
emprego de polimeros molecularmente impressos (do inglés - -Molecularly Imprinted
Polymers” - MIPs) tem demonstrado ser uma eficiente ferramenta analitica com
grande potencialidade para minimizar as limitagbes das técnicas de
separagao/concentragao tradicionalmente empregadas. Em linhas gerais, os MIPs
sdo obtidos por polimerizagdo na presenca de uma molécula molde (template) a ser
impressa, de tal forma que um esqueleto polimérico é formado ao redor do futuro
analito ou de uma molécula com estrutura analoga. No caso do presente trabalho, o
template utilizado € o valerato de estradiol (VE), hormbnio usado na terapia de
reposicao hormonal (TRH) durante o climatério. Apds a polimerizagdo em bulk e em
meio anaerdbio utilizando MAA, EGDMA, AIBN, acetonitrila e VE, o MIP obtido foi
triturado, peneirado (<120 um) e colocado em sistema soxhlet contendo etanol a 60°
C, para remogao da molécula impressa, através de seis lavagens sucessivas em
periodos de 24 h. Essas aguas de lavagem foram analisadas utilizando HPLC e
espectrofotometria UV/Vis. A seguir, 150 mg de desse MIP seco foram colocados
em cartuchos SPE, para avaliar a eficiéncia do polimero na pré-concentragcao e
extracdo do analito. Para isto, 100,0 mL de solucdes padrdo de VE (2 mg L™") foram
pré-concentradas a 4,0 mL min™", e eluidas com 10,0 mL de etanol a 1,0 mL min™",
obtendo-se, recuperacbes de 53%. Adicionalmente, foi preparado um NIP (non-
imprinting polymer) para comparagdao dos resultados obtidos, obtendo-se
recuperacdo de 80%. Assim como, foram realizados estudos usando cartucho
comercial Strata™ - X, obtendo-se recuperagdo de 53%. Visto que os resultados
obtidos nao refletiram aquilo esperado, que diz respeito a eficiéncia do MIP na
recuperacao, foi realizada uma simulagdo computacional a fim de obter-se o melhor
mondmero para a sintese do MIP. Como previsto, 0 monémero utilizado (MAA) que
foi sintetizado com base na literatura, ndo era o mais indicado para a sintese do
polimero para o VE, o que justifica a baixa eficiéncia obtida. Desta forma, estudos da
seletividade do MIP com compostos com estruturas analogas ao VE foram
realizados, onde obtiveram-se para o a-estradiol uma recuperacéo de 91% e para o
etinilestradiol de 95%, podendo-se concluir que o polimero sintetizado utilizando
MAA, é mais eficiente para essa ultima molécula. A seletividade também foi avaliada
para compostos com estrutura diferente a dos estradidis. Para isso, foram testados
os corantes, verde de metila (VM) e cloridrato de pararosanilina (CP), obtendo-se
recuperacao de 1,5% para VM e nenhuma detecgdo para o CP. Demonstrando, a
alta seletividade do MIP para estradidis. Foram feitas também aplicacbes do MIP em
amostras de interesse ambiental e clinico, enriquecidas com VE, obtendo-se
recuperacoes bastante satisfatoérias.

Palavras chave: valerato de estradiol; MIP; sistemas de pré-concentragao (SPE).



ABSTRACT

The development of analytic methods more selective and sensitive is of great
importance for a better quality in the determination of chemical species, therefore
increasing the reliability of the results. In this way, the optimization of
separation/concentration is still necessary. The use of Molecularly Imprinted
Polymers — MIPs have demonstrated to be an efficient tool of analysis with a great
potential in minimizing limitations of separation/concentration techniques traditionally
employed. In general, the MIPs are obtained by polymerization in the presence of a
template to be imprinted so that a polymeric skeleton is formed around the future
analyte. In the present work, the template used is Estradiol Valerate (EV), compound
used in the hormone replacement therapy (HRT) during climacteric. After the
polymerization in bulk and in an anaerobic environment using MAA, EGDMA, AIBN,
acetonitrile and VE, the obtained MIP was powdered, sifted (<120 ym) and placed in
a soxhlet system containing ethanol at 60 °C, in order to remove the imprinted
molecule through six successive washes in periods of 24 hours. The water used in
the washings was analyzed using HPLC and spectrophotometry UV/Vis. Then, the
obtained MIP was dried at room temperature and 150 mg was inset in SPE
cartridges in order to evaluate the polymer’s efficiency in the analyte pre-
concentration and extraction. To do so, 100,0 mL of VE standard solution (2mg L™)
were pre-concentrated at 4,0 mL min™ and eluted with 10,0 mL ethanol at 1,0 mL
min™', obtaining recoveries of 53%. Additionally, a NIP (non-imprinting polymer) was
prepared to compare the obtained results, in which the recovery was 80%. In the
same way, studies were conducted using commercial Strata™-X cartridges,
obtaining 53% recovery. Since, the results did not reflect that than was expected, in
relation with the MIP efficiency in the recovery, a computational simulation was
conducted, in order to obtain the best monomer for the MIP synthesis. As expected,
the employed monomer (MAA) that was synthesized based on the literature, was not
the best for the synthesis of the polymer of VE, justifying the low efficiency observed.
In this way, MIP selectivity studies with compound with structures analog to the VE
were conducted, obtaining for the a-estradiol a 91% recovery and a 95% recovery for
the ethinylestradiol. Thus, is possible to infer that the polymer synthesized using
MAA is more efficient to the last molecule. The selectivity was also evaluated for
compounds with different structure from the estradiol compounds. To do so, the
methyl green (MG) and the pararosaniline hydrochloride (PH) dyes were used,
obtaining a 1,5% recovery for the MG e none for the PH. Thus, the MIP is mainly
selective to the estradiol molecules. Finally, the MIP application was make in
environmental and clinical samples enriched with VE, obtained satisfactory results.

Keywords: Estradiol Valerate; MIP, Pre-concentrations systems(SPE).
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1. INTRODUCAO

A agua € um elemento essencial para a manutengao da vida dos seres Vvivos,
encontra-se disponivel em diversas formas sendo uma das substancias mais
abundantes na natureza (OTOMO, 2010).

Nosso planeta é constituido por 265.400 trilhdes de toneladas de agua, onde
apenas 0,003% dessa massa, ou seja, 7,692 trilhbes de toneladas representa a
porcao exploravel. Esta esta distribuida em aquiferos, rios e lagos (BRAGA, 2002).

Um corpo d’agua pode ser utilizado tanto para o abastecimento como pode
ser um receptor de efluentes urbanos e industriais. Através do consumo acelerado
de produtos industrializados e com o crescimento populacional, foi notada uma
alteracao na disponibilidade de agua potavel e na sua qualidade (OTOMO, 2010). A
Figura 1 é um exemplo da porcentagem populacional nos continentes e a
disponibilidade de agua. Pode-se notar a partir desta figura, que em algumas partes
do planeta a porcentagem da populagdo é bem maior do que a de agua propria para

consumo.

Europa .
América do Norte A AR
¢ Central , A i
o
8% 13% -
\ i 36%'
I : 60%
v 4
Aménica
do Sul C mm
1% 13% Australia
\, ¢ Oceania
B % de dgua no mundo - A 1
26%

I % da populagdo do mundo % 1%

Figura 1: Disponibilidade de agua no mundo e porcentagem da populagdo mundial em cada
continente (Fonte: UNESCO, 2002).



Introdugao 15

De acordo com previsdes do Programa Ambiental das Nagdes Unidas, caso os
habitos de desperdicios e degradagao dos recursos hidricos n&do se modifiquem, até
2025 dois ter¢cos da populagdo mundial vivera em condigdo de escassez de agua
(SCARE, 2003).

Desta forma, € imprescindivel o uso consciente da agua e o desenvolvimento
de alternativas para reutiliza-la.

O desenvolvimento de medicamentos, produtos de higiene pessoal,
defensivos agricolas e aditivos alimentares, entre outros, trouxe muitos beneficios
para os seres humanos. Entretanto, um aspecto que deve ser considerado é que
apds 0 seu uso, ou mesmo nas etapas associadas a sua produgao, esses acabam
atingindo o meio ambiente, seja na forma de residuos solidos, efluentes liquidos,
emissbes gasosas e, até mesmo, durante a sua utilizagdo ou pelo langamento
acidental ou indiscriminado no meio ambiente (PROSAB, 2009).

A situagao se torna preocupante quando se analisa a questao dos grandes
centros urbanos, isto porque a variedade e quantidade de produtos quimicos
utilizados diariamente sao significativas, tendo como destino final os cursos d’agua
proximos, seja através dos esgotos tratados nas estagcbes ou pelo langamento
direto. Por esta razdo, é necessario avaliar as implicacbes da presenca de certas
substancias quimicas no meio ambiente, principalmente nos mananciais de agua
que recebem esgotos tratados, ou in natura, drenagem de aguas pluviais e efluentes

industriais e que ainda sao utilizados para abastecimento publico (PROSAB, 2009).

1.1 FARMACOS NO AMBIENTE

Atualmente, principios ativos farmacéuticos sdo empregados em grande
escala na medicina humana e veterinaria. Os farmacos sdo desenvolvidos para ser
persistentes, mantendo suas propriedades quimicas o bastante para servir a um
proposito terapéutico. Porém, segundo Mulroy, 50% a 90% de uma dose do farmaco
tipico é excretado inalterado, e persiste no meio ambiente (MULROY, 2001).
Tornando-se assim um fator de contaminagdo para o ambiente. Seus residuos
chegam ao esgoto e as instalagdes de tratamento via excrecdes urinarias e fecais,

podendo também ser de descargas hospitalares e industriais (HOVERSTAD, 1986).
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Stumpf e colaboradores relatam em seus estudos, que a presenga de
farmacos residuais em aguas superficiais pode ser um indicativo de contaminagao
por esgoto das Estagdes de Tratamento de Esgoto (ETEs), como ja mencionado,
muitas dessas substancias podem ser persistentes no meio ambiente e ndo sao
completamente removidas nas ETEs, com isso, alguns farmacos residuais resistem
aos processos de tratamento convencional de agua (STUMPF, 1999).

Diversas substancias podem ser encontradas em esgotos domésticos, aguas
superficiais e de subsolo, tais como analgésicos, antibidticos, hormdnios,
anestésicos, antilipémicos, antiinflamatérios, componentes de filtros solares entre
outros (BILA, 2003).

De acordo com a Figura 2, farmacos utilizados na medicina humana e
veterinaria, assim como residuos industriais, ttm como destino final as Estacdes de
Tratamento de Aguas (ETAs) e de Esgoto (ETEs). Nesses locais e em &aguas
naturais, a concentracgdo de farmacos varia entre ng L' e pg L™.

Pouco se conhece sobre as rotas dos farmacos no meio ambiente. Um
provavel caminho de farmacos residuais no ambiente aquatico deve-se ao esterco
ser usado como fertilizantes, contaminando assim aguas subterraneas. Outro
exemplo de contaminagao pode ser devido ao uso de lodo digestivo proveniente das
ETEs na agricultura.

Ja os antibidticos usados como promotores de crescimento na produgao
avicola e de gado sao intensivamente utilizados na criacdo de porcos e nos aditivos
de alimento de peixe na aquicultura. Estes farmacos podem contaminar aguas
subterraneas e superficiais e o solo (BILA e DEZOTTI, 2003).



Introducao 17

AV acac ad g0]0 a0
Medicina Medicina Aquicultura Industria
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Estacao de tratamento de agua (ETA) —— | agua potavel

Figura 2: Possiveis rotas de farmacos no meio ambiente. (Fonte: Adaptacdo BILA e
DEZOTTI, 2003)

Como ha uma grande variedade de farmacos no meio ambiente, os efeitos
desses sdo adversos em organismos aquaticos e terrestres, o que é preocupante.
Alguns desses efeitos podem ser observados em concentracdes na ordem de ng L™
(JORGENSEN, 2000).

McKeon e colaboradores constataram que a bactéria Escherichia coli, isolada
de aguas de subsolo de uma regido rural, mostrou-se resistente frente a 16
antibiéticos (MCKEON, 1995).

Outro trabalho focado em investigar a incidéncia de resisténcia microbiana foi
realizado por Miranda e Castillo, onde uma espécie de aeromonas foi isolada de
ambientes aquaticos, constatando que a resisténcia ocorreu com varios antibiéticos
testados, dentre esses, cloranfenicol, trimetropim, sulfametoxazol etetraciclina
(MIRANDA, 1998).
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Recentemente, alguns pesquisadores investigaram um grupo especifico de
compostos quimicos presentes no meio ambiente que sao responsaveis por causar
perturbagdes no sistema endocrino (hormonal) de organismos humanos e animais,
conhecidos como disruptores enddcrinos. Entre essas perturbagdes pode-se citar a
feminizagdo de peixes machos expostos a horménios langados nos rios através dos
efluentes de ETEs (SUMPTER, 1998).

1.1.1 DISRUPTORES ENDOCRINOS

Muitas definicdes tém sido propostas para um disruptor endécrino. Entretanto,
para todas elas existe um ponto em comum; trata-se de uma substancia quimica
(como, ftalatos, fendis, HPAs, BCPs, pesticidas, hormdnios sintéticos) que interfere
no funcionamento natural do sistema enddcrino de espécies de animais, incluindo os
humanos. Essa substancia pode ser de origem antrépica, que pode ser denominada
xenoestrogénios, ou de origem natural, como por exemplo, os fitoestrogénios.
Podendo causar cancer, prejudica os sistemas reprodutivos (reduzindo a produgao
de espermatozoides) e causando efeitos adversos. Por esse motivo, tais substancias
sdo mundialmente denominadas "endocrine disruptors" (EDs) ou ainda "endocrine
disrupting compounds or chemicals" (EDCs) (GHISELLI, 2007).

A definicdo de disruptor enddcrino amplamente utilizada por pesquisadores foi
publicada pela United States Environmental Protection Agency (USEPA) sendo:
“disruptores enddcrinos sdo agentes exégenos que interferem na sintese, secregéo,
transporte, recepgéo, acdo, ou eliminagdo dos horménios naturais do corpo, 0s quais
sdo responsaveis pela manutengcdo da homeostase (preservagcdo do equilibrio
interno), reprodugéo, desenvolvimento e comportamento” (USEPA, 1998; OTOMO,
2010).

Segundo Goettlich, os desruptores enddcrinos sado produtos quimicos
sintéticos ou naturais que atuam sobre o sistema enddcrino humano e dos animais,
mimetizando, bloqueando e/ou interferindo de alguma forma as instru¢cdes naturais
dos horménios nas células (GOETTLICH, 2006).

Em linhas gerais, o sistema endécrino (Figura 3) é responsavel pelo controle
do metabolismo, reproducao e crescimento do ser humano, fazendo esse controle

através de glandulas, hormbnios e células (OTOMO, 2010).
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No ser humano, este sistema é constituido por trés partes distintas:

e Glandulas especializadas: exemplo, hipotalamo, glandulas pituitarias, timo,
tiredide, paratiredide, adrenais, pancreas, pineal e as gbnadas;

e Horménios: sdo mensageiros quimicos, sintetizados e segregados nas
glandulas;

e Células-alvo: recebem os hormdnios e desta forma respondem as

necessidades corporais.

A hipdfise ou pituitaria € a principal glandula do sistema enddcrino e € o
hipotalamo que a controla. A hipdfise influi direta ou indiretamente na producédo e
liberagdo de outros horménios e esta sob controle do sistema nervoso central. As
paratiredides secretam o horménio responsavel pelo equilibrio metabdlico de calcio
e fésforo no organismo. A tiredide regula o metabolismo, ou seja, a proporcao e a
maneira pela qual os alimentos sdo transformados em energia. E responsavel
também pela producdo de calor corporal e energia muscular, pelo crescimento e
desenvolvimento, e pela distribuicdo e reserva de agua e sais no corpo. Secreta os
horménios tiroxina e tri-iodo-tironina. As glandulas adrenais (supra-renais) sao
responsaveis por secretar, na corrente sanguinea, os horménios adrenalina e
noradrenalina. Também prepara o corpo para a agao em uma situagao de perigo ou
estresse. Sao também responsaveis pela produgdo de horménios corticoides como a
aldosterona, que mantém o equilibrio de agua e sais nos rins (ions K* e Na*), os
glucocorticdides, que aceleram o metabolismo e atuam no armazenamento dos
agucares, proteinas e gorduras, e também auxilia a produgéo de horménios sexuais.
O timo é a glandula associada ao sistema linfatico, responsavel por colher os dejetos
da atividade celular, pela distribuicdo de nutrientes (principalmente gorduras), e pelo
transporte dos glébulos brancos (leucdcitos) (GHISELLI, 2007). O pancreas secreta
hormbnios que controlam o sistema digestivo, o glucagon, a insulina e outras
substancias reguladoras dos niveis de glicose, lipideos e glicogénio. A glandula
pineal produz o horménio melatonina, que é responsavel pela regulacdo do sono e
do ritmo biolégico em humanos.E por fim as génadas (ovarios e testiculos) que
controlam as fungdes sexuais caracteristicas, o comportamento € os hormonios
sexuais. Nos ovarios, o estrogénio (17 B — estradiol) e nos testiculos, o androgénio
(testosterona) (LEANDRO, 2006).
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Figura 3: Representacdo do sistema enddcrino humano (Fonte: SODRE, 2007)

1.1.1.1. SUBSTANCIAS ESTROGENICAS

Como ja mencionado, os estrogénios sao importantes disruptores
endécrinos. Nos mamiferos, os horménios estrégenos sao sintetizados
principalmente nos ovarios, e em outros tecidos como placenta, tecido adiposo,
cérebro, hipotalamo e tecido dos testiculos. Estes horménios derivam do colesterol e
pregnenolona, que sao transformados em androstenediona e testosterona, estes sao
precursores diretos dos trés principais estrogenos naturais: estradiol, estrona e
estriol (COMBALBERT, 2010).

Estrogenos (Figura 4) sao constituidos por 18 atomos de carbono,
distribuidos em trés anéis hexagonais, denominados A, B e C, e um pentagonal (D).
O que diferencia as moléculas estrogénicas €& a posicdo dos substituintes

hidroxilicos no nucleo ciclopentano-fenantreno (GAMA, 2010).



Introducao 21

CHs

Figura 4: Estrutura quimica do nucleo ciclopentano — fenantreno.

Além de estrégenos naturais, como, estrona, estriol e 17B-estradiol, ha
também os sintéticos, 17a-estradiol, 17a-etinilestradiol e valerato de estradiol (Figura
5), este ultimo estudado neste trabalho é utilizado em terapias de reposi¢céo
hormonal e métodos contraceptivos. Os estrégenos sintéticos sdo os que despertam
maior preocupacao, tanto pela poténcia como pela quantidade continua introduzida
no ambiente. Estes hormbnios possuem a melhor conformacao reconhecida para os
receptores estrogenos e, portanto, resultam em respostas maximas de atividade
estrogénica, sendo considerados como responsaveis pela maioria dos efeitos
disruptores desencadeados pela disposi¢cao de efluentes.

A principal preocupacdo na quantificacdo destes horménios é centralizada
nos efeitos adversos que elas produzem ao sistema reprodutor dos seres vivos, pois
podem ser facilmente adsorvidos nos sedimentos dos sistemas aquaticos
(CARBALLA, 2004).

Apesar de possuirem meia—vida relativamente curta, de acordo com alguns
estudos de pelo menos 10 dias, quando comparados a outros compostos organicos
(como alguns pesticidas), os estrégenos sdo continuamente introduzidos no

ambiente o que lhes concede um carater de persisténcia (MAZELLIER, 2008).
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(b) (e)

Figura 5: Estrutura molecular (a) estrona; (b) estriol; (c) 17B—estradiol; (d) 17a—estradiol; (e)
etinilestradiol; (f) valerato de estradiol.

1.1.1.1.1 VALERATO DE ESTRADIOL

O valerato de estradiol (VE) € um horménio sintético muito utilizado na
medicina clinica. Sua nomenclatura oficial € 17-pentanoato, (1783)- estra-1,3,5(10)-
trieno3,17-diol.
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Este horménio pode ser usado para tratar a sindrome da menopausa
(climatério), cancer de préstata e pode ser utilizado juntamente com progesterona
para a inibicdo da ovulagdo (DUAN, 1999).

O acetato de ciproterona associado ao valerato de estradiol € usado na
terapia de reposigdo hormonal (TRH) no climatério, que nada mais é que a transi¢ao
do periodo reprodutivo ou fértil para o ndo reprodutivo da mulher (DINC, 2003). Esse
periodo ocorre apdés a menopausa (ultimo ciclo mestrual), no qual ocorrem
transformagdes metabdlicas e hormonais que repercutem sobre o organismo
feminino. Cessando por completo a menstruagao, ocasiona-se
endocrinolégicamente a diminuicdo da atividade ovariana, e biologicamente existe a
reducéo da fertilidade acarretando uma série de alteragées no organismo da mulher
(KHAN, 1994).

Entre os sintomas climatéricos estdo: ondas de calor (fogachos), insonia,
nervosismo, melancolia, vertigem, fadiga, palpitagdes, formigamento, incontinéncia
urinaria, entre outros. Através da TRH estes sintomas amenizam-se, além disso, a
reposicao € indicada para prevenir doencas cardiovasculares e osteoporose, €
utilizada também para aumentar os niveis de colageno da pele e melhorar a
sexualidade (SPRITZER, 1998).

Recomenda-se que as mulheres menopausadas recebam estrogénio
exégeno com a finalidade de manter ou melhorar os niveis de estrogénios,
prevenindo assim os efeitos que a caréncia estrogénica exerce sobre os sistemas
organicos.

Um breve levantamento da literatura revela diversas publicagdes relacionadas
com a determinacéo de valerato de estradiol. Grande parte dos métodos descreve a
analise em formulagdes contendo o farmaco em associagdo com outros horménios,
tais como o acetato de megestrol por espectrofotometira, enantato de testosterona
por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e acetato de
medroxiprogesterona também por HPLC (MENDEZ, 2010). Atualmente, o método

oficial de analise para esse horménio é o HPLC, dado da Farmacopéia Inglesa.
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1.2 POLIMEROS BIOMIMETICOS OU DE IMPRESSAO
MOLECULAR (MIPs)

O desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais seletivos e sensiveis
€ de grande importancia para uma melhor determinagcdo de espécies quimicas,
assim, aumentando a confiabilidade dos resultados analiticos. Com isso, o emprego
de etapas de separagao/concentracido se faz necessasio. Devido a complexidade de
algumas matrizes, aos baixos teores dos constituintes de interesse e a presenga de
interferentes em potencial, o desempenho de técnicas de separacéo/concentracao
pode ser prejudicado. Tendo isso em vista, 0 emprego de polimeros molecularmente
impressos, ou de impressao molecular (do inglés - “Molecularly Imprinted Polymers”
- MIPs) tem demonstrado ser uma eficiente ferramenta analitica com grande
potencialidade para minimizar as limitagdes das técnicas de
separagao/concentragao tradicionalmente empregadas (GRASSI, 2008).

Este sistema com reconhecimento biomimético possui grandes semelhangas
aos sistemas biolégicos antigeno-anticorpo. Existem muitas vantagens da utilizagao
dos MIPs em relagdo aos materiais biolégicos (enzimas e anticorpos) como: facil
preparo, baixo custo, possibilidade de sintese em situacbes onde nenhuma
biomolécula se encontra disponivel, resisténcia a ambientes advesos, como altas
temperaturas e pressdes, sao estaveis em solventes organicos e resistem a
variagbes de pH (PILETSKY, 2001; HAUPT, 1999). Estes polimeros podem ser
armazenados a seco em temperatura ambiente por longos periodos de tempo, sem
ao menos perder seu desempenho inicial.

Devido aos sitios de ligagdo dos MIPs, que apresentam afinidades e
seletividades aproximadas aos dos sistemas anticorpo-antigeno, estes materiais
sdo designados como polimeros biomiméticos, cujo objetivo € a melhoria na pré-
concentragcdo de amostras complexas contendo pequenas quantidades de analito.
Neste sentido, ndo é surpreendente que exista atualmente uma forte tendéncia do
seu uso como elementos de reconhecimento em sensores biomiméticos, em face
da grande seletividade e sensibilidade inerentes as interagdes anticorpo-antigeno
ou enzima-substrato (TARLEY, 2005b).

Dos constituintes da reagcdo, bem como o principio de preparo dos MIPs é

simples, porém, sem a adequada combinacdo, bem como o tipo de procedimento
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empregado na sintese, o polimero resultante pode adquirir caracteristicas
indesejaveis no que diz respeito a morfologia e a uniformidade das particulas e dos
sitios seletivos (TARLEY, 2005a e 2005b).

Os MIPs sao obtidos por polimerizacdo na presenca de uma molécula molde
a ser impressa, de tal forma que um esqueleto polimérico € formado ao redor do
futuro analito ou de uma molécula com estrutura analoga. Apos a polimerizagdo a
molécula que foi impressa € removida por dissolugdo ou evaporagao (quando sao
analitos volateis), revelando sitios de ligagao (cavidades) que sdo complementares

em forma e tamanho do analito. Tal como esquematizado na Figura 6.

Reagente de
ligagao cruzada

l-.lAuto-arranjo

O._

Molécula
molde

Sitios de
ligacao do
monémero Iniciador

: Polimerizagao
radicalar ¢

Extragao do analito

Polimero com cavidade seletiva

Figura 6: Representagédo esquematica do processo de impresséo molecular.

O resultado dessa estratégia € uma "memoria" molecular no polimero, que é
apropriada para que ocorra um processo de inclusao reversivel e um enriquecimento
seletivo do analito.

No que diz respeito aos métodos empregados na sintese de MIPs, a
polimerizagao pelo método “bulk”, esquematizado na Figura 7, € a mais utilizada
devido a sua simplicidade de execugao (TARLEY, 2005b).
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Figura 7: Esquema representativo da sintese de MIP por -bulk”. (Fonte: GRASSI, 2008)

Este método de preparo é realizado em etapas, a primeira consiste em
misturar em uma ampola, o monémero contendo grupos funcionais complementares
aqueles da molécula molde formando assim o complexo monémero-molécula molde,
essa interagcdo é feita por meio de ligagdo covalente ou nédo covalente entre os
grupos funcionais complementares (QIAO, 2006). Logo apds, é adicionado ao meio
um agente reacional que promove ligagdes cruzadas no polimero a fim de formar
uma matriz polimérica rigida. Ao adicionar o iniciador radicalar a reagdo de
polimerizagao € iniciada (COMARK, 2004). Esta polimerizagéo é induzida por meio
de calor e/ou luz UV, sob atmosfera de argénio ou de nitrogénio. O oxigénio deve
ser eliminado do meio reacional, pois retarda a reacao de polimerizagao radicalar
(RACHKOV, 2000).

Por fim, o sdélido polimérico resultante € moido e peneirado e submetido a
lavagem com solvente para a extracdo do analito, visando seu uso posterior.

Vale ressaltar, que simultaneamente é realizada a sintese do NIP (do inglés
non-imprinted polymer) sem a presenga da molécula molde. Este polimero é
fundamental para estudos de verificagdo molecular e deve ser feito sempre em

simultaneo a um MIP.

1.2.1 ESCOLHA DOS REAGENTES NA SINTESE DOS MIPs

Para a sintese do MIP devem-se escolher criteriosamente os reagentes

utilizados. Dentre estes, o monédmero é um dos mais importantes visando obter MIPs
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altamente eficientes. Esta molécula necessita conter em sua estrutura grupos
funcionais capazes de interagir fortemente com o monémero, com a intengdo de
formar um complexo estavel.

A interacdo mondmero-molécula molde é governada por um processo em
equilibrio, quantidades superior do monémero em relagdo a molécula molde, devem
ser empregadas com a finalidade de deslocar o equilibrio da reacdo, formando
assim maior quantidade de complexo monémero-molécula molde.

Como mencionado anteriormente, a interacdo mondmero-molécula molde
pode ser por meio de ligacdo covalente, ou ndo covalente como ligagcdes de
hidrogénio, interagdes ibnicas, dipolo-dipolo, hidrofébica ou acido-base (TARLEY,
2005B; AL-KINDY, 2000).

Polimeros preparados por ligagbes covalentes possuem sitios mais seletivos,
porém, estudos mostram que tais polimeros apresentam uma cinética lenta de
retencao da molécula molde na cavidade do polimero. Ja os polimeros preparados
por ligagdes nao covalentes com frequéncia apresentam didametros de particula e
sitios seletivos menos uniformes. Apesar dessas desvantagens, esta abordagem de
preparo € a mais utilizada devido a maior flexibilidade de aplicagao dos MIPs para
diferentes analitos (TARLEY, 2005b). No caso das interagdes acido-base, que séo
as mais comumente consideradas nas sinteses dos MIP, um ponto importante na
escolha do monémero é saber se a molécula molde possui grupamentos acidos ou
basicos. Se possuir grupos acidos, esta interagira melhor com mondémeros com
carater basico, como a 4-vinilpiridina (VP). Se possuir grupos basicos, interagira
melhor com monémeros com carater acido, como o MAA (TARLEY, 2005b)

Na Tabela 1 estao reunidos alguns monémeros empregados para sintese dos
MIPs.
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Tabela 1: MonOmeros tipicamente utilizados na sintese dos MIPs. (Fonte: Adaptado de

TARLEY, 2005b).

Monomero funcional Nome do monémero

Interagdo com a molécula
molde

M(OH Acido acrilico
O

Acido metacrilico
Acido p-vinilbenzoico

Acido acrilamidosulfénico
SOzH

\{/\NRQ
\
_~N

Amino metacrilaminada

H,C*~ 4-Vinilpiridina
N
H,C*~ | X 2-Vinilpiridina
/
SN
HC=~ N/%N 1-Vinilimidazole
e

Acrilamida

I6nica e ligagdo de hidrogénio

I6nica e ligagao de hidrogénio

I6nica e ligagao de hidrogénio

I6nica

I6nica

I6nica, ligacao de hidrogénio e

transferéncia de carga

I6nica, ligagao de hidrogénio e

transferéncia de carga

I6nica, ligagao de hidrogénio e

coordenagao com metais

Ligac&o de hidrogénio
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Outro parametro que influencia na estabilidade da formagdo do complexo
mondmero—template é o solvente. Além de fornecer um meio onde o monémero e a
molécula molde sejam soluveis, o solvente ndo deve interferir nessa interacéo
mondmero—template. Quando essa interacdo ocorre por meio de forgas
eletrostaticas e por ligagdo de hidrogénio, solventes apolares com constante
dielétrica baixa (ex. cloroférmio, tolueno) oferecem um meio adequado para
estabilizar as referidas interagdes. Solventes apolares com constante dielétrica alta
(ex. acetonitrila) podem apresentar afinidade menos acentuada em ligar-se
novamente a molécula molde. Ja& os solventes polares (ex. agua, metanol) sao
poucos utilizados, pois de maneira geral, atuam como competidores no meio
reacional interferindo na formacgédo de interagbes eletrostaticas e ligagbes de
hidrogénio entre molécula molde e monémero.

O iniciador radicalar 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN) é o mais empregado
na sintese de polimeros biomiméticos, mas outros também podem ser utilizados
(Figura 8). A escolha desses reagentes € ditada pela interacdo do analito com o
mondmero. Se a interagdo ocorrer por ligagao de hidrogénio, recomenda-se realizar
a polimerizacdo em baixas temperaturas, nessas circunstancias, os iniciadores
radicalares ativos fotoquimicamente sao mais indicados (TARLEY, 2005b).

E por fim, além dos importantes paradmetros mencionados, a seletividade
destes polimeros depende também do emprego de reagentes que promovam
ligagdes cruzadas no polimero, permitindo assim a estabilidade do complexo
mondmero—molécula molde e, consequentemente, a rigidez do sitio seletivo
formado. O etileno-glicol-dimetacrilato (EGDMA) é o reagente de ligacdo cruzada
mais utilizado, pois ele promove a formagao de polimeros térmica e mecanicamente
estaveis e com rapida transferéncia de massa. A Figura 9 apresenta outros
reagentes de ligagao cruzada, porém, apenas o trimetilpropanotrimetacrilato (TRIM)

tem apresentado resultados melhores ou similares ao EGDMA. (TARLEY, 2005b).
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Figura 8: Estruturas moleculares dos iniciadores radicalares empregados na sintese do
MIP. (a) 2,2 —azo-bis-iso-butironitrila (AIBN); (b) dimetilacetal de benzila; (c) azo-bis-
dimetilvaléronitrila (ABDV); (d) acido 4,4’-azo-bis (4-ciano pentaendico); (e) peroxido de
benzoila (BPO).
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Figura 9: Estruturas moleculares dos reagentes de ligagdo cruzada empregados na sintese
do MIP. (a) etileno glicol dimetacrilato (EGDMA); (b) N,N’-metileno-bis-acrilamina; (c) N,N’-

fenilendiacrilamida;
(TRIM).

(d) N,O-bis-acriloila-L-fenilalaninol; (e) trimetilpropano-trimetacrilato
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1.2.2. BREVE HISTORICO DOS MIPs

A natureza das interagdes biomoleculares, como, enzima-substrato, farmaco-
receptor e antigeno-anticorpo, sempre despertou interesse dos pesquisadores em se
tratando dos fenbmenos que regem a manifestagdo da resposta bioldgica e aos
fatores responsaveis pela seletividade dessas interacoes.

Em 1972, Wulff e Sarhan sintetizaram um polimero organico enantioseletivo
para acido glicérico, onde as interagcdes entre esse acido e o monémero eram de
natureza covalente. A principal caracteristica desses polimeros era sua alta
seletividade, como consequéncia da boa interagdo entre 0 mondmero e a molécula
molde. Entretanto, o processo de retirada da molécula molde do sitio de ligagao
mostrou-se dificil (WULFF, SARHAN, 1972; FIGUEIREDO, 2008).

Na década de 80, os pesquisadores Arshady e Mosbach, publicaram o
primeiro artigo sobre um MIP, onde o monémero interagia com a molécula molde por
meio de ligagbes nao-covalentes, permitindo que o processo de desligamento fosse
suscetivel a fatores como modificacdo do pH, forga ibnica, solvente, dentre outros
(ARSHADY, MOSBACH, 1981; FIGUEIREDO, 2008).

Em 1995, Whitcombe e colaboradores propuseram um novo MIP, onde a
molécula molde e o mondémero interagiram por ligagdes covalentes no momento da
sintese e, por ligagdes nao-covalentes no momento de re-ligagao (outras ligagdes da
molécula molde com o sitio do MIP). Apds a sintese, foi necessaria uma hidrdlise
para a retirada da molécula molde do sitio do MIP, permanecendo nesse local,
grupos ligantes capazes de interagir ndo-covalentemente com a molécula molde em
futuras interagcbes. Com isso, foi possivel associar as vantagens inerentes as
metodologias de sintese covalente e extracdo nao-covalente (WHITCOMBE, 1995;
FIGUEIREDO, 2008).

A partir da década de 90 observou-se um aumento do numero de trabalhos
sobre MIPs (Figura 10) denotando sua importancia em diversas areas da ciéncia,
com destaque para a quimica analitica, bioquimica e ciéncias farmacéuticas. Do
numero total de trabalhos publicados, 1,15% relaciona o emprego dos MIPs com

hormonios.
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Figura 10: Numero de publicacdes cientificas sobre MIP a partir de 1989. (Fonte: web of
knowledge (www.webofknowledge.com), acessado no dia: 07/11/2011. Palavras-chave:
molecularly imprinted polymer).
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2. OBJETIVO

Desenvolvimento de métodos analiticos para pré-concentracdo e quantificagcdo de
valerato de estradiol em amostras em interesse farmacéutico e ambiental, utilizando
polimeros biomiméticos (MIPs) como materiais adsorventes em SPE (sistemas de

extracdo em fase sdlida).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico ou quando
necessario HPLC, e utilizados tal como adquiridos.

O acido acético glacial foi fornecido pela Ecibra®, o acido metilico da Synth®,
os horménios: a-estradiol Vetranal®, etinilestradiol Vetranal®, valerato de estradiol;
assim como o acido metacrilico (MAA), o 2,2’-azo-bis-isobutironitrila (AINB) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich®. A acetonitrila P.A. foi fornecida pela VETEC-Quimica
Fina®. O etileno glicol dimetacrilato (EGDMA) e o alcool etilico foram na marca

Fluka®.

3.2 SINTESES DO MIP e NIP

As sinteses do MIP e no NIP foram feitas pelo método de polimerizacdo em
“bulk” conduzidas em tubos de ensaio de 50 mL de capacidade. A diferenca entre os
polimeros sintetizados €é a presengca e a auséncia da molécula molde,
respectivamente.

No MIP, a molécula molde empregada foi o hormdnio valerato de estradiol. O
mondmero escolhido foi o MAA. Adicionou-se a esta mistura reacional o reagente de
ligacdo cruzada EGDMA; como iniciador radicalar escolheu-se o AIBN e finalmente o
solvente, que no caso foi a acetronitrila. As escolhas dos reagentes foram feitas a
partir da literatura (RACHKQOV, 2000). Borbulhou-se entao na mistura N, durante 10
minutos, a fim de remover o oxigénio do meio reacional (Figura 11).

Para o NIP o mesmo procedimento foi seguido, mas como ja citado, nao

houve o emprego de uma molécula molde (Figura 12).
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0,178 g de valerato de estradiol

!

0,35 mL de MAA

!

2,5 mL de EGDMA

|

50 mg de AIBN

|

10 minutos de N,

!

Figura 11:Sintese da mistura reacional para o MIP.

0,35 mL de MAA

|

2,5 mL de EGDMA

!

50 mg de AIBN

!

10 minutos de N,

|

Figura 12: Sintese da mistura reacional para o NIP.
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As misturas obtidas para MIP e NIP foram colocadas em banho
termostatizado durante 16 h, a 60 °C, a fim de obter os polimeros (Figura 13). Apds
esse tempo e condigdes, os sélidos formados foram secos a temperatura ambiente

durante 24 h (RACHKOV, 2000). Ao término da secagem, estes foram triturados em

gral e peneirados (malha de 120 pym).

Figura 13: Processo de sintese do MIP e NIP. (a) Mistura reacional do MIP e NIP,
respectivamente; (b) Banho termostatizado a 60 °C durante 16 horas; (c) Obteng¢ao dos
polimeros (MIP e NIP, respectivamente).

3.3 REMOGAO DA MOLECULA MOLDE DO MIP

Os polimeros peneirados foram envoltos em papel de filtro e introduzidos no
sistema soxhlet para a remog¢ao da molécula molde (VE), no MIP. No NIP, como nao
ha a molécula molde, o procedimento de lavagem foi feito apenas uma vez apenas
para confirmag¢ao da auséncia de VE. Em cada lavagem utilizou-se 100 mL de alcool
etilico a 60 °C durante 24 horas. Nesse periodo, utilizando o método soxhlet de
lavagem, o polimero foi mantido sob um refluxo continuo da solugdo de extragao
(alcool etilico). Esta solugdo de extragdo foi mantida em um baldo e aquecida até
seu ponto de ebulicdo, que apos em contato com o MIP no destilador vertical, extraia
o horménio presente no MIP. Por sua vez, o solvente de extracdo era recolhido
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novamente no baldo para posterior aquecimento, ebulicdo e condensacdo, e assim
continuar com a -dissolu¢ado” do horménio no MIP.

Cada agua de lavagem, do MIP e NIP, foi devidamente guardada para
analise em espectrofotbmetro UV-Vis e HPLC. O esquema de lavagem dos

polimeros é ilustrado na Figura 14.

Figura 14: Esquema de remocao da molécula molde no MIP através do sistema soxhlet.
Simultaneamente a lavagem do NIP também foi feita para analises.

3.4 EXPERIMENTOS REALIZADOS PARA OTIMIZAGAO DA PRE-
CONCENTRACAO

Os polimeros limpos, ou seja, ausentes de VE, foram secos a temperatura
ambiente. Colocou-se entdo 150 mg de MIP limpo em cartucho de extracdo em fase
soélida (SPE), para avaliar a eficiéncia do polimero na pré-concentragdo e extragao
do analito. Realizou-se 0 mesmo procedimento para o NIP. Para tal avaliagao,
preparou-se 100,0 mL de solugéo padrao de VE em agua deionizada (2 mg L'1) que

foram pré-concentradas a vazao de 4,0 mL min™', e posteriormente eluidas com 10,0
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mL de etanol a 1,0 mL min™, tanto a solugdo obtida da pré-concentracdo quanto a
obtida pela eluicdo foram analisadas em HPLC. Realizou-se o0 mesmo procedimento
para o NIP. A Figura 15 mostra o esquema de pré-concentracdo usado neste

trabalho.

Figura 15: Esquema de pré-concentragio. Utilizagdo de cartuchos SPE com MIP ou NIP
(a); Vacuum Manifold da Agilent® Technologies (b) e bomba de vacuo (c).

O mesmo procedimento foi realizado empregando o cartucho comercial
Strata™ - X, com a finalidade de comparar a recuperagdo com o0s polimeros
sintetizados. Preparou-se 100,0 mL de solucéo padrdo de VE em agua deionizada (2
mg L™) que foram pré-concentradas a vazao de 4,0 mL min™ no cartucho comercial,
e posteriormente eluidas com 10,0 mL de alcool etilico a 1,0 mL min™, tanto a
solugao obtida da pré-concentracdo quanto a obtida pela eluicdo foram analisadas
em HPLC.
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3.5 ANALISES DE ACOMPANHAMENTO

Como ja citado, utilizou-se espectrofotometria UV-Vis e cromatografia liquida

de alta eficiéncia para as analises deste trabalho monografico.
3.5.1 ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Para avaliar a limpeza do MIP e NIP descrita no tépico 3.2, foram registrados
espectros na regido UV/Vis na faixa de comprimentos de onda de 190 nm a 400 nm,

utilizando Espectrofotdmetro UV-Vis HP Hewlett Packard®.
3.5.2 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

3.5.2.1 EQUIPAMENTO DE HPLC UTILIZADO PARA ACOMPANHAMENTO DA
EFICIENCIA DAS LAVAGENS DE MIP E NIP

As medidas cromatograficas para esse acompanhamento foram realizadas no
Instituto de Quimica da USP-SC, no laboratério coordenado pelo Prof. Dr. Marcos
R.V. Lanza. Para isto foi usado um cromatégrafo liquido da Shimadzu® modelo 20 A,
com detector UV/Visivel SPD-20A, mostrador automatico SIL-20A e degaseificador
DGU-20A5, acoplado a um microcomputador pessoal.

A fase estacionaria foi uma coluna de fase reversa C18 da marca Shimadzu
Shim — Pack CLC — ODS®.

Segundo estabelecido pela -Official Monographs” para VE, a fase mobvel
consistiu de 30% de solugao A e 70% de solugao B. Onde a solugao A foi preparada
com 0,8 g de nitrato de aménio em 1,0 L de agua deionizada. E a solugao B foi
acetonitrila. A vazdo da fase movel foi de 2,0 mL min'1, o comprimento de onda,
estabelecido pelos espectros obtidos, foi de 280 nm e o volume injetado de amostra

de 20 pL. O tempo de corrida de cada amostra foi de 40 minutos.
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3.5.2.2 HPLC UTILIZADO PARA ESTUDO DA PRE-CONCENTRACAO DO MIP E
APLICACAO EM AMOSTRAS REAIS

As medidas cromatograficas para esse acompanhamento foram feitas no
laboratério coordenado pela Profa. Dra. Raquel Pupo Nogueira no IQ/CAr, em
cromatégrafo liquido HPLC-DAD Shimadzu® modelo LC — 20AT, acoplado a um
microcomputador pessoal.

A fase estacionaria foi uma coluna Phenomenex Luna® C18 (250 x 4,6 mm; 5
pMm), a temperatura de analise de 40 °C.

A fase moével consistiu de 10% de solugdo A e 90% de solugao B. Onde a
solugdo A foi agua deionizada e a solugéo B foi preparada com 2,0 mL de acido
acético e 998,0 mL de alcool metilico. A vazdo da fase mével foi de 1,0 mL min™, o
comprimento de onda utilizado foi de 280 nm e o volume injetado de amostra de 40
pL. O tempo de corrida de cada amostra foi de 15 minutos.

Estas condicdes foram utilizadas para as analises de pré-concentragao para o
VE no MIP, NIP, cartucho Strata™ - X. E para amostras de agua de rio e plasma

sanguineo.

3.5.2.3 HPLC UTILIZADO PARA ANALISES DE a-ESTRADIOL E
ETINILESTRADIOL

As medidas cromatograficas para esse acompanhamento foram feitas,
também no laboratério coordenado pela professora Raquel, em cromatografo liquido
da HPLC — DAD Shimadzu® modelo LC — 20AT, acoplado a um microcomputador
pessoal.

A fase estacionaria foi uma coluna Phenomenex Luna® C18 (250 x 4,6 mm; 5
Mm) a temperatura de analise de 40 °C.

A fase médvel consistiu de 30% de solugédo A e 70% de solugdo B. Onde a
solugao A foi agua deionizada, e a solugao B foi preparada com 2,0 mL de acido
acético e 998,0 mL de alcool metilico. A vazao da fase moével foi de 1,0 mL min'1, o)
comprimento de onda utilizado foi de 280 nm e o volume injetado de amostra de 40

ML. O tempo de corrida de cada amostra foi de 15 minutos.
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3.5.2.4 HPLC UTILIZADO PARA SELETIVIDADE DO POLIMERO COM OS
CORANTES

As medidas cromatograficas foram feitas em cromatografo liquido sob
responsabilidade da Profa. Dra. Valnice Boldrin, da marca Shimadzu® com DAD,
usando uma coluna Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6mm; Sum) a temperatura de
analise de 40 °C, fase movel contendo 20% agua com 0,1% de acido formico e 80%
metanol, em vaz&o de 0,6 mL min', durante um tempo de corrida de 6 minutos e nos
comprimentos de onda de 273 e 549 nm para o corante cloridrato de pararosanilina,
280 e 552 nm para o corante verde de metila. Tendo sido escolhidos estes
comprimentos de onda, porque o0s corantes apresentaram maior absorbancia assim

como maior intensidade de pico e resolugao.

3.6 ESTUDO DE SELETIVIDADE

Para avaliagdo da seletividade do MIP, substancias com estruturas analogas
ao VE, como a-estradiol e etinilestradiol foram testadas, assim como dois corantes
que possuem estruturas bem diferentes do VE, cloridrato de pararosanilina e verde
de metila.

Colocou-se entdao 150 mg de MIP limpo em cartucho SPE. Para tal avaliacao,
preparou-se 100,0 mL de solucdo padréo a-estradiol em agua deionizada (2 mg L™)
que foram pré-concentradas a vazdo de 4,0 mL min”", e posteriormente eluidas com
10,0 mL de etanol a 1,0 mL min™", tanto a solugéo obtida da pré-concentracdo quanto
a obtida pela eluigao foram analisadas em HPLC (descrito no tépico 3.5.2.3). Este
mesmo procedimento foi realizado para o etinilestradiol.

Para analise dos corantes, colocou-se entdo 150 mg de MIP limpo em
cartucho SPE. Para avaliar a seletividade do polimero, preparou-se 100,0 mL de
solugdo de cloridrato de pararosanilina em agua deionizada (2 mg L) que foram
pré-concentradas a vazao de 4,0 mL min'1, e posteriormente eluidas com 10,0 mL da
mistura alcool metilico/acido acético (9:1 v/v) a 1,0 mL min™". Tanto a solugdo obtida
da pré-concentragcdo quanto a obtida pela eluicdo foram analisadas em HPLC
(descrito no tépico 3.5.2.4). O mesmo procedimento foi realizado para o corante

verde de metila.
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3.7 ANALISE DE AMOSTRA ENRIQUECIDA

Nesta etapa do trabalho, analisou-se a recuperagcdo do MIP empregando
agua do rio Jacaré-Guagu e plasma sanguineo feminino, ambos enriquecidos com
VE.

Para preparagdo da solugdo de agua de rio, primeiramente esta foi
devidamente filtrada a vacuo (Figura 16), e depois enriquecida com VE em
concentracdo de 2 mg L. Em um cartucho SPE contendo o MIP limpo (MISPE),
passou-se tal solucéo a fim de obter-se uma pré-concentragédo com vazao de 4,0 mL
min™'. Apds esse procedimento, realizou-se a eluigdo com 10,0 mL de alcool etilico a
vazao de 1,0 mL min™'. Tanto a solucéo obtida da pré-concentragdo quanto a obtida

pela eluicao foram analisadas em HPLC (descrito no topico 3.5.2.2).

Figura 16: Esquema de filtragcdo a vacuo da agua do rio Jacaré-Guagu.

Para o preparo da solugao de plasma sanguineo enriquecida com VE, em um
baldo volumétrico de capacidade de 10,0 mL adicionou-se 0,5 mL de plasma
sanguineo, 25 uL de uma solugdo de 800 mg L™ de VE, com a finalidade de obter-

se uma concentracao final de 2 mg L™". Agua deionizada foi adicionada até completar
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0 menisco. Essa solugdo foi passada” em um cartucho MISPE e em seguida 10,0
mL de alcool etilico foi adicionado ao cartucho. Essas duas solugdes obtidas foram

analisadas em HPLC (descrito no tépico 3.5.2.2).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE DO MIP E NIP

Apds a polimerizagdo da mistura reacional, do MIP e NIP, obteve-se um

polimero branco, com aparéncia de um giz, como pode ser observado na Figura 17.

Figura 17: Polimerizacdo da mistura reacional para o MIP (a); e para o NIP (b).

4.2 REMOGAO DA MOLECULA MOLDE DO MIP

Segundo a literatura, para remocado total da molécula molde seriam
necessarias de 5 a 6 lavagens do polimero (RACHKOV, 2000). Para isso
analisaram-se tais aguas de lavagens em Espectrofotdmetro UV-Vis e em HPLC. E

os resultados obtidos sao descritos a seguir nos proximos itens.
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4.2.1 RESULTADOS OBTIDOS USANDO ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Primeiramente foram preparadas diversas solu¢gdes de concentracdes
conhecidas de VE em etanol (2,2 x 10°; 4,5 x 10, 9,0 x 10°, 3,6 x 10*e 7,2 x 10

mol L™") com a finalidade de obter-se uma curva analitica (Figura 18b).

(@) 20
281 nm
1,51
g —2,2x10°mol L"
(e 10 —4,5x10° mol L
« V] 9,0x10° mol L
-e ——3,6x 10" mol L
8 7,2x 10" mol L™
a 0,51
®
0,0+= = -
260 280 300 320 340
A/ nm
(b)
1,5
S 104
(@)
c
<«
0
[
O 0,54
n
©
Abs,,, =0,0051+2052,0434 [VE]
0,0 R=0,9999
0 2x10™ 4x10™ 6x10™ 8x10™

[VE]/ mol L™

Figura 18: Medidas realizadas em espectrofotdmetro UV-Vis. (a) Espectro dos padrdes
preparados para o VE; (b) Curva analitica dos padrbes de VE.
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4.2.2 RESULTADOS OBTIDOS USANDO HPLC

Foram preparadas diversas solugdes de concentracdes conhecidas de VE em
etanol (4,5 x 10 9,0 x 10% 1,8 x 10* 3,6 x 10* e 7,2 x 10® mol L") com a
finalidade de obter-se uma curva analitica (Figura 19). Tais medidas foram

analisadas utilizando o equipamento e as condi¢cdes descritas no tépico 3.5.2.1.

(a) 8x10° -
TR= 23,5 min
6x10° ——4,5x10° mol L
——9,0x10° mol L
© — 1,8x 10" mol L
S 3,6 x10* mol L”
—  4x10°- ——7,2x10* mol L™
©
£
(7]
2x10*
04 k

22 24 26 28

tempo / min
(b)
3x10°
2x10*
(qv)
o
|
<
1x10* 1
Area=108,92+3,85.10" [VE]
0 R=0,9998
0 2x10™ 4x10™ 6x10™ 8x10™
[VE] mol L

Figura 19: (a) Cromatograma dos padrdes do VE, onde o TR = 23,5 min; (b) Curva analitica
dos padrdes de VE.
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Ambos os polimeros, MIP e NIP, foram lavados pelo sistema soxhlet. Na
Figura 20 pode-se notar a presencga do pico de VE na lavagem do MIP e a auséncia

deste na lavagem do NIP.

1.6x10° Y, T.=23,5min
. 1.2x10°
©
-]
~~
o 8.0x10"
S
0p]
4.0x10"
lavagem do MIP
1 lavagem do NIP
0.0 NIl
10 20 30 40
tempo / min

Figura 20: Cromatograma da primeira lavagem do MIP e do NIP, onde o Tg = 23,5 min.

Foram feitas seis lavagens, de 24 h cada uma, do MIP para remoc¢ao do
template, mas como se pode observar na Figura 21, seriam necessarias apenas 4
lavagens para remover com eficiéncia e seguranga o VE do MIP. Também devido
aos resultados obtidos, pode ser usada a espectrofotometria UV/Vis para esta

finalidade, pois € uma técnica mais simples e menos dispendiosa.
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0.0020 —m— Espectrofotdbmetro UV-Vis
—e— HPLC
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n° de lavagens

Figura 21: Concentracdo de VE em fungcao do numero de lavagens, comparagao dos dois
métodos de analise. Cada lavagem corresponde a um periodo de 24 h.

4.3 EXPERIMENTOS REALIZADOS PARA OTIMIZACAO DA PRE-
CONCENTRAGAO

Concomitantemente foi realizada a pré-concentracao para o MIP e NIP com a
finalidade de obter recuperacdes do analito satisfatorias (descrito no tépico 3.4).
Para comparacgéao, realizou-se 0 mesmo procedimento de pré-concentragao para o
cartucho comercial amplamente utilizado, Strata™-X. Nesta etapa do trabalho,
utilizou-se HPLC e condi¢bes previamente otimizadas descritas no tépico 3.5.2.2. Os

resultados podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2: Comparagdo das porcentagens de recuperacdo dos materiais adsorventes,
MIP,NIP e Strata™-X.

Material adsorvente % recuperagao
MIP 53,0
NIP 80,1
Strata™ - X 53,0

Pode-se observar que o MIP e o cartucho comercial obtiveram a mesma

recuperacao. A unica diferenga entre eles é que o MIP é seletivo e o Strata™-X nao.
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A recuperacao do MIP deve ser comparada ao do seu respectivo NIP, para
que sua atividade seja designada especificamente as cavidades moleculares
impressas no polimero e ndo somente as interagdes provenientes do monémero
utilizado em sua sintese. Tanto o NIP quanto o MIP possuem as mesmas interacoes
provenientes do monémero utilizado para suas sinteses, ou seja, ambos irdo reter o
VE quando uma solugao desta for passada através dos cartuchos SPE. Na etapa da
eluicdo com a finalidade de pré-concentrar a solugédo, observou-se que o MIP obteve
uma recuperacao inferior ao do NIP, o que nao era esperado.

Desta forma, foram realizadas simulagdes computacionais para avaliar a
interagdo do VE com diversos monémeros.

Foram empregados o0s seguintes programas para tal simulagao

computacional:

e HyperChem® 8.0.5: utilizado para modelagem das moléculas a serem

utilizadas na sintese dos MIPs.

e OpenEye® (pacote de softwares) contendo os programas:

o VIDA 3.0.0: utilizado para visualizar as moléculas modeladas para
conferir possiveis erros de ligagbes entre atomos.

o OmegaZ2: este software gera diversos conférmeros das moléculas, o
que torna possivel levar em consideragao possiveis impedimentos
espaciais. Por padrao, sao gerados 10 conformeros de cada pesticida,
sendo escolhidos 3 ao acaso para realizar os testes simulatorios.

o Szybki 1.2.2: programa que leva a molécula até seu estado de menor

energia e, portando, mais estavel.

e Autolt 3.3.6.0: aplicativo que utiliza linhas de comandos (scripts) para
automatizar processos repetitivos durante a modelagem molecular,

eliminando erros humanos durante os procedimentos.

e Multiple Minima Hypersurfaces (MMH) com MOPAC (Molecular Orbital
PACkage) 2009: Sera utilizado para realizar as simulagbes propriamente
ditas. Este programa faz a aproximacao dos monémeros com a molécula que
sera usada como molde calculando a energia liberada, resultando assim a
afinidade entre os mesmos. MOPAC ¢é um utilitario que emprega quimica

quantica semiempirica para os calculos de aproximagao.
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Foram avaliados os 20 monémeros mostrados na Tabela 3, os quais foram

nomeados como MP1 a MP20 para fins de simplicidade de analise dos resultados.

Tabela 3: Mondmeros comumente utilizados na sintese de MIPs e escolhidos para realizar as
simulagGes computacionais.

Sigla Mondémero

MP1 bis-acrilamida de N,N-metileno
MP2 Acido imidazol-4-acrilico
MP3 Etil éster de imidazol-4-acrilico
MP4 Acido acrilico

MP5 Acrilamida

MP6 Acroleina

MP7 Alilamina

MP8 Acrilonitrila

MP9 Etileno glicol dimetacrilato
MP10 2-(cianoetilamino)etilmetacrilato
MP11 Acido metilenosuccinico
MP12 Acido metacrilico (MAA)
MP13 3-divinilbenzeno

MP14 4-divinilbenzeno

MP15 Estireno

MP16 1-vinilimidazol

MP17 2-vinilpiridina

MP18 4-vinilpiridina

MP19 Acido 2-acrilamido-2-metil-1-propano-sulfénico
MP20 2-hidroxietil metacrilato

A simulagao computacional (Figura 22) durou em média uma semana para os
20 mondmeros testados. Os valores obtidos podem ser interpretados como a
energia liberada na aproximacao entre cada monémero e o VE, sendo que quanto
maior a energia liberada (mais negativo o valor), maior a afinidade entre eles, e
teoricamente mais seletivo sera o polimero resultante.

Como se pode observar o MAA (MP12) utilizado na sintese do MIP para VE e
utilizado na literatura na qual se baseou a sintese do MIP neste trabalho, ndo € o
mondmero mais indicado para a sintese do polimero para VE, o que justificaria a

baixa recuperacao do MIP na pré-concentracao.
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Figura 22: Resultados das simulagdes realizadas para avaliar a energia da interagao do VE
com os 20 monémeros propostos.

Observando os resultados obtidos na simulagdo computacional (Figura 22),
nota-se que os monémeros mais adequados para o VE seriam: a acrilonitrila (MP8);
a acrilamida (MP5) e a 2-vinilpiridina (MP17) que representam os trés monémeros

gque mostraram maiores energias de aproximagao, cujas estruturas sao mostradas

na Figura 23.
(a) (b) i/ (©) | R
CH
HiCZ SCN N NF 2 N _ZCH2

N

Figura 23: Estrutura molecular dos trés monémeros acusados na simulacdo como 0s mais
indicados para sintese do MIP para VE; (a) MP8; (b) MP5; (c) MP17.

Ao observar a estrutura do VE na Figura 5f, pode-se notar que esse
estrogénio possui carater acido. Como ja dito anteriormente, de acordo com a

literatura sobre os MIPs, moléculas molde com carater acido possuem afinidade com
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mondmeros de carater basico e vice-versa. E é isso que ocorre neste caso para VE.
Os melhores monémeros obtidos na simulagdo computacional possuem carater
basico, como pode-se observar na Figura 23. Desta forma, estudos adicionais
deverdo ser realizados para sintetizar e avaliar novos MIP para VE usando as

moléculas da Figura 23.

4.4 ESTUDO DA SELETIVIDADE

Substancias com estruturas analogas ao VE, como a-estradiol e etinilestradiol
foram testadas para verificagao se o MIP é seletivo para os estradidis, assim como
dois corantes que possuem estruturas bem diferentes do VE, cloridrato de

pararosanilina e verde de metila, e os resultados obtidos sdo mostrados a seguir.

4.4.1 SUBSTANCIAS COM ESTRUTURA ANALOGA AO VE

Realizou-se teste de seletividade para a-estradiol e etinilestradiol, que de
acordo com a Figura 5 possuem estruturas muito parecidas com a do VE.

Utilizando as condicdes e o equipamento descrito no topico 3.5.2.3,
obtiveram-se os cromatogramas correspondentes ao uso do MIP e do NIP para cada
estrogénio analisado (Figura 24), os valores de recuperacao calculados a partir da

area de cada pico estdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4: Valores de recuperacdo para 2 mg L™, vazdo pré-concentracdo 4 mL min™"; vazao
de eluicdo: 1 mL min™"; pré-concentracdo de 10x. Usando MIP e NIP para cada molécula.

Composto % recuperagao MIP % recuperagao NIP
VE 53,0 80,1
a-estradiol 91,0 106,0

etinilestradiol 95,0 91,0
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Figura 24: Cromatogramas do estudo de seletividade do MIP e NIP; (a) para o etinilestradiol
que possui Tg= 5,8 min; (b) para o a-estradiol que possui Tr= 6,4 min.
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De acordo com os valores contidos na tabela acima (Tabela 4), nota-se que a
recuperacdo de etinilestradiol foi muito satisfatéria, levando a crer que o MIP
sintetizado inicialmente para o VE utilizando MAA como mondmero, na verdade
seria 0 melhor para a sintese de um MIP para o etinilestradiol. Isso pode ser
justificado pelo etinilestradiol possuir carater basico e o monémero utilizado (MAA)

ter carater acido.
4.4.2. SUBSTANCIAS COM ESTRUTURA DIFERENTE AO DO VE

Com a finalidade se estudar a seletividade do MIP para VE, utilizou-se
também compostos com estrutura bem diferente ao do estrogénio. Foram escolhidos
entdo dois corantes, verde de metila (VM) e cloridrato de pararosanilina (CP),

representados na Figura 25.

(a) Me\ +Me - (b)
I

cr
@ xZnCl, ‘

Figura 25: Estrutura molecular do corantes (a) verde de metila e (b) cloridrato de
pararosanilina.

Utilizando as condi¢cdes e HPLC descrito no topico 3.5.2.4, obtiveram-se os

cromatogramas para os corantes da Figura 26.
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Figura 26: Cromatogramas da solugao da solugéo de passagem da pré-concentragao (2 mg
L™") e da eluigdo com &lcool metilico/acido acético (9:1 v/v) para os corantes (a) verde de
metila; (b) cloridrato de pararosanilina.

A partir desses cromatogramas pode-se notar que o MIP quase nao reteve os

dois corantes na primeira etapa da pré-concentragdo, o que era esperado, pois 0
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polimero sintetizado possui as cavidades seletivas para os estradidis e ndo para os
corantes. Nota-se também que valores baixos de recuperagao foram obtidos na

etapa de eluicdo, os quais estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Valores de recuperagdo para 2 mg L™, vaz&o pré-concentracdo 4 mL min™'; vaz&o
de eluicdo: 1 mL min™"; pré-concentragdo de 10x. Usando MIP para cada corante.

Composto  Eluigdo (mgL™)  Esperado (mgL") % recuperagao

VM 0,3 20 1,5
CP n.d* 20 n.d*

*Fora do limite de deteccao

Estes resultados mostraram a alta seletividade do MIP sintetizado para

estradiois.

4.5 ANALISE DE AMOSTRAS ENRIQUECIDAS COM VE

Embora o MIP sintetizado neste trabalho nao fora o mais eficiente para VE,
extragdes em amostras enriquecidas de agua de rio e plasma sanguineo foram
realizadas afim de verificar se a recuperagédo de VE nessas amostras € viavel. A

Tabela 6 traz os valores de recuperagao obtidos.

Tabela 6: Valores de recuperacéo obtidos para VE em diversos tipos de amostras. Vazéo
pré-concentracdo 4 mL min™'; vazdo de eluigdo: 1 mL min™'. Usando MIP sintetizado com
MAA.

Composto Esperado* (mg L") Encontrado (mgL™") % recuperagio
rio Jacaré-Guagu 10,60 10,03 94,6
plasma sanguineo 1,06 1,20 113,2

*Considerando que em média foi recuperado com este MIP 53% para VE
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Nota-se que as recuperacdes foram satisfatérias e coerentes com o valor
esperado para as duas amostras analisadas. O valor elevado da recuperacdo do
plasma pode ser justificado, pois o0 sangue coletado é de uma mulher que poderia ter
tomado algum medicamento contendo estradiol, ou mesmo correspondente ao

estradiol natural.
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5. CONCLUSOES

5.1.0 emprego dos polimeros biomiméticos (MIPs) vém sendo uma alternativa
analitica cada vez mais estudada devido ao seu facil preparo, baixo custo e por

ser muito seletivo.

5.2.Inicialmente foi sintetizado neste trabalho um MIP para VE. Entretanto, os
resultados obtidos mostraram que o MIP usando o MAA como monémero, foi
mais eficiente para o etinilestradiol. Este polimero foi altamente seletivo para

moléculas com estruturas analogas a do VE.

5.3.Simulacdes computacionais realizadas para encontrar o melhor monémero na
sintese do MIP para o VE sugerem que mondmeros de carater basico
(acrilonitrila, acrilamida, 2-vinilpiridina) seriam mais adequados no preparo de

MIPs eficientes para VE.

5.4.A aplicacdo do MIP em amostras reais, mostrou-se satisfatéria na recuperacao

do VE, considerando uma recuperagcéo média de 53% para VE.

5.5.Assim, este trabalho mostrou a viabilidade e eficiéncia de MIPs como materiais
adsorventes alternativos aqueles comercialmente existentes e tradicionalmente

empregados em sistemas de extragdo em fase solida (SPE).
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

6.1. Sintetizar MIPs para VE, utilizando os resultados obtidos na simulagéo

computacional.

6.2. Investigar a eficiéncia de cada MIP a ser sintetizado e comparar com os

resultados obtidos com cada NIP e com cartuchos comerciais.

6.3. Aplicar em amostras de carater farmacéutico, clinico e ambiental, para estudar
a viabilidade da utilizacao desses polimeros, na extracao de VE nesse tipo de

amostras.
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