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RESUMO

Um polimero de impressao molecular restrito a ligacdo de macromoléculas por
meio de revestimento com albumina (do inglés “restrict access moleculary imprinted
polymer coated with albumine” — RAM-MIP-BSA) foi sintetizado para a analise de
clorpromazina em plasma humano por injecdo direta em cromatografia liquida
bidimensional. Primeiramente foram colocados no meio reacional o acido metacrilico
como mondmero funcional, o etileno glicol dimetacrilato como agente de ligacéo
cruzada, a 2,2 — azo isobutironitrila como iniciador radicalar, a clorpromazina como
molécula modelo e o cloroférmio como solvente. O sistema foi mantido sob agitacao
por 60 minutos a 60°C. Depois, adicionou-se ao meio reacional hidroxi etil metacrilato
e glicidil metacrilato como mon6émeros hidrofilicos. Apds 24 h o polimero foi recolhido,
lavado, tamisado e recoberto com albumina utilizando-se glutaraldeido como agente
reticulante bifuncional. O RAM-MIP-BSA foi empacotado em uma pré-coluna de HPLC
(high performance liquid chromatography) de 1 cm e sua capacidade de eliminacao
de macromolécula foi testada obtendo-se eliminacgéo superior a 99%. Para os demais
testes a pré-coluna foi utilizada em sistema de cromatografia liquida bidimensional. A
amostra é injetada e as macromoléculas sdo eliminadas enquanto o analito é retido.
Num segundo estagio o analito é eluido e conduzido para coluna analitica. Agua ultra-
pura e uma solucdo de acetonitrila:tampéo acetato de sédio 0,2 mol Lt pH 4,1 45:55
(v/v) foram empregadas como fase de extracdo e fase movel respectivamente. As
analises foram executadas utilizando-se um detector UV/Vis a 313 nm. Para validacao
analitica da clorpromazina foi utilizando um pool de amostra de plasma humano de
diferentes individuos voluntarios, fortificadas em oito niveis de concentracao,
contemplando assim o intervalo terapéutico de 50-300 ug L* segundo a FDA. O
método foi linear na faixa de 30-350 ug L, com r > 0,99 e limite de quantificacédo de
30,0 yg L. A preciséo e exatidao intra-dias e inter-dias foram avaliadas com base no
desvio padrédo relativo (DPR) e no erro relativo (E) respectivamente e todos os
resultados foram inferiores a 15% de acordo com a FDA. A recuperagao foi de 80%.

Palavras chave: Clorpromazina. Polimero. Impressdao Molecular.

Cromatografia Liquida de Alta Pressao. Plasma.



ABSTRACT

A restrict access moleculary imprinted polymer coated with aloumin (RAM-MIP-
BSA) has been synthesized and used for direct analysis of chlorpromazine from human
plasma by using bidimensional liquid chromatography. The synthesis was carried out
in three steps. First, methacrylic acid (functional monomer), ethylene glycol
dimethacrylate (cross-linker), 2,2 azoisobutironitrile (initiator) and chlorpromazine were
dissolved in chloroform and the mixture was maintained at 60°C during 60 min. In the
second step, 2-hydroxy ethyl acrylate and glycidil (both hydrophilic co-monomers)
were added into the flask and the synthesis was processed during 24h at 60°C. The
obtained polymer was washed several times and coated with bovine serum albumin
by using glutaraldehide as cross-linker. The material presented a macromolecules
elimination ability larger than 99%. It was packed in a column (4.4 x 10 mm) and used
in a column switching system. Deionized water and 45:55 (v/v) acetonitrile:sodium
acetate buffer (pH=4.1) were employed as extraction solvent and mobile phase,
respectively. The analytical curve was built using a human plasma pool of different
volunteers, added with the drug in 8 different concentrations. The method has shown
to be linear in the range from 30 to 350 pg L%, with r >0.99 and quantification limit of
30 ug L. Precision and accuracy were evaluated by using relative standard deviation
and relative error, respectively, and all the results are in accordance with FDA

recommendations. Additionally, good recoveries and selectivity were also obtained.

Keywords: C hlorpromazine. Polymer. Moleculary Imprinted. High Performance Liquid
Chromatography. Plasma.
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1 INTRODUCAO

Acompanhando o grande desenvolvimento tecnolégico dos ultimos anos, a
Quimica Analitica tem apresentado solucbes viaveis a problemas outrora
desafiadores. Técnicas de preparo de amostra cada vez mais seletivas tém permitido
a extracédo de diferentes compostos em amostras cada vez mais complexas. Nesse
contexto, a eliminacdo de substancias indesejadas, bem como a pré-concentracéo do
analito séo etapas de grande importancia para o aumento da sensibilidade analitica.

Especificamente na analise de fluidos biolégicos por cromatografia liquida, a
presenca de macromoléculas apresenta-se como um complicado problema analitico.
As proteinas podem se ligar irreversivelmente a fase estacionéria, resultando em
substancial diminuicdo na eficiéncia da coluna analitica, além de causarem um
aumento significativo na pressdo interna do sistema (SOUVERAIN; RUDAZ;
VEUTHEY, 2004). Dessa forma, diferentes estratégias tém sido empregadas para a
eliminacdo dessas macromoléculas, tais como a precipitacado por acidos ou solventes
organicos (PEREZ, 2004), a extracdo liquido-liquido (LLE) (HUANG et al. 2006), a
extracdo por membrana (ROSE; WOOLF; MATUSZEWSKI, 2000), a extracdo em fase
sélida (SPE) (R1ZZO et al. 2005), dentre outras. Tradicionalmente, a precipitacdo de
proteinas é considerada a técnica mais rapida e simples para resolver esse problema.
Contudo a diluicdo da amostra e a precipitacdo dos farmacos ligados diretamente as
proteinas, pode restringir seu uso (POLSON et al. 2003). Por outro lado, ressalta-se
que grande parte dos trabalhos sobre o preparo de amostra para separacao/deteccéo
de analitos por cromatografia liquida emprega a SPE. Algumas importantes vantagens
dessa técnica destacam-se em comparacdo as demais, como o baixo consumo de
solventes, a possibilidade de automacéo, o alto rendimento de retencéo do analito, a
possibilidade de pré-concentracdo, dentre outras.

Atualmente, é dada grande atencao a elaboragcdo de adsorventes de extracao
(para SPE) eficientemente capazes de purificar amostras complexas. Nesse sentido,
dois materiais utilizados no processo de extracao tém se destacado: i) os polimeros
de impressdao molecular (do inglés Molecularly Imprinted Polymers - MIP)
(ANDERSSON, 2000) que sado materiais capazes de sequestrar seletivamente uma
molécula, e ii) os materiais de acesso restrito (do inglés Restrict Access Materials -
RAM) (YIM; JEONG; PARK, 2001), que sdo materiais capazes de reter diversos
analitos de baixo peso molecular e eliminar macromoléculas como proteinas e

polipeptidios.
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Como principal vantagem dos MIP pode-se destacar sua alta seletividade a
uma molécula ou classe de moléculas. Contudo, esses materiais sdo susceptiveis a
ligacdo com macromoléculas, inviabilizando a extracéo direta em fluidos biolégicos.
Ja os RAM, embora eficientes na eliminacdo de macromoléculas, ndo apresentam
reconhecimento molecular e por isso sdo pobres em seletividade. Dessa forma,
(HAGINAKA et al. 1999) propuseram um material que associa as caracteristicas
vantajosas dos RAM e dos MIP em um unico polimero capaz de reter seletivamente
uma dada molécula e eliminar quantitativamente as macromoléculas. Esse polimero,
denominado de RAM-MIP, apresentou sitios especificos de reconhecimento
molecular, bem como grupos hidrofilicos externos que bloqueavam a ligacdo com
proteinas. A aplicacdo analitica deste polimero aconteceu por meio de um sistema
bidimensional acoplado a um cromatégrafo liquido. O analito era pré-concentrando e
as macromoléculas eram eliminadas.

Embora esse novo procedimento desenvolvido por (HAGINAKA et al. 1999)
(emprego de polimeros hidrofilicos) tenha apresentado relevantes resultados quanto
a eliminacdo de macromoléculas, ndo é possivel estabelecer qualquer analise
comparativa desse material porque ndao ha, na literatura, até o presente momento,
qualquer outro procedimento referente ao revestimento de MIP para a obtencdo de
RAM-MIP, a ndo ser por meio do uso de mondémeros hidrofilicos.

Sendo assim, os estudos sobre RAM-MIP sédo certamente desafiadores e

promissores pelas suas diversificadas aplicacdes.

2 REVISAO DE LITERATURA
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O reconhecimento molecular desempenha papel crucial em varios processos
vitais, tais como sintese protéica, catélise enzimética, replicacdo do DNA, respostas
imunitarias, replicacéo viral e atividade de farmacos (ANDERSSON, 2003).

Nesses sistemas, as biomoléculas possuem sitios receptores capazes de se ligar
seletivamente a uma molécula, na presenca de outras com estruturas moleculares
anadlogas. Na prética, os anticorpos sdo covalentemente ligados a um sorvente
apropriado, originando o0s imunossorventes. Apesar das caracteristicas marcantes dos
imunossorventes como material seletivo, existem algumas desvantagens relacionadas
aos anticorpos: custo elevado, necessidade de purificacdo, dificuldade de obtencéo e
instabilidade (FIGUEIREDO; DIAS; ARRUDA, 2008).

A mimetizacdo das condi¢cdes necessarias ao reconhecimento molecular, ndo por
entidades bioldgicas, mas por materiais sintéticos, leva ao designado reconhecimento
molecular artificial ANDERSSON, 2003).

2.1 Polimeros de Impresséo Molecular

Os polimeros de impressdo molecular (MIP) sdo materiais rigidos e
tridimensionais sintetizados ao redor de uma molécula modelo, por meio de ligagédo
covalente ou ndo covalente, resultando em sitios seletivos (TARLEY; SOTOMAYOR,;
KUBOTA, 2005). Apés a sintese, esses materiais sintéticos permitem a ligacdo da
uma molécula-alvo ou de moléculas estruturalmente semelhantes, com um grau de
seletividade nunca antes visto quando do emprego de qualquer outro material utilizado
no processo de extracdo (FIGUEIREDO; DIAS; ARRUDA, 2008).

Os componentes empregados numa sintese devem apresentar caracteristicas
particulares que séo de grande importancia para o futuro reconhecimento molecular
(BERGMANN; PEPPAS, 2008). Por exemplo, o solvente desempenha um papel
importante na estabilidade entre as intera¢cdes da molécula modelo e do monémero
funcional, influenciando diretamente nas caracteristicas morfologicas do material.
Além disso, o solvente ideal deve ser capaz de solubilizar todos demais reagentes da
sintese (KITAHARA et al. 2010).

A molécula modelo é o analito usado para moldar estereoquimicamente os
sitios de ligacdo. Ela ndo deve conter grupos envolvidos na polimerizacéo, além de
manter a estabilidade quimica do polimero e apresentar grupos funcionais bem
adaptados para a ligagcdo com o mondémero funcional (GUO et al. 2006).

Os mondmeros funcionais sdo responsaveis pela ligagdo entre a molécula

modelo e a rede polimérica, com isso sua escolha estd diretamente ligada as
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caracteristicas do analito em questdo. A for¢a das interacdes determina a seletividade
do material, e a propor¢cdo molar determina a quantidade de cavidades disponiveis
para as futuras ligacées (RACHKOV; MINOURA, 2001). Na Tabela 1 encontram-se

listados os principais mondémeros funcionais empregados em sinteses de MIP.

Tabela 1 — Principais Monémeros Funcionais.

Mon6mero funcional Nome do monémero
NH,
/\H/ Acrilamida
(@]
OH )
/ Acido acrilico
(@]
H5C @)
; < Acido metacrilico
(@)

Acido p-vinilbenzéico

/

H
OH
(¢}
4-Vinilpiridina
N

7~
\_/ \ p—

O agente de ligacdo cruzada é responséavel pela rigidez do polimero, uma vez
que promove a interligacdo das cadeias poliméricas formadas pelos mondémeros
funcionais. Sua relacdo com o mondémero funcional deve ser bem estudada, no
sentido de favorecer o numero de cavidades efetivas e minimizar o niumero de
cavidades com configuracdo ndo complementar a molécula modelo. Na FIG. 1 sédo
apresentados os principais agentes de ligacdo cruzada utilizados na sintese do MIP
(HOGENDOORN; ZOONEN, 2000).
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Figura 1 - Exemplos de reagentes de ligacéo cruzada utilizados na sintese do MIP. 1) p-divinilbenzeno
(DVB), 2) 1,3-diisopropenil benzeno (DIP), 3) etileno glicol dimetacrilato (EGDMA).
Fonte: do autor.

Em uma reacao de polimerizacgéo, o iniciador radicalar deve ser adicionado ao
meio reacional porque ele sofre quebra em sua estrutura (clivagem homolitica), por
radiacdo UV ou aquecimento, gerando os radicais responsaveis pelo inicio da reacao
(CORMACK; ELORZA, 2004). A FIG. 2 traz a estrutura dos iniciadores mais utilizados.

A sintese do MIP pode ser feita de quatro maneiras diferentes. Contudo,
convencionalmente ela é realizada pelo método conhecido como polimerizagdo em
“bulk”, que ocorre num sistema homogéneo. O mondémero funcional, o analito
(molécula modelo), o solvente, o reagente de ligacdo cruzada e o iniciador radicalar
sdo adicionados a uma ampola de sintese. Em seguida, o oxigénio presente no
sistema deve ser retirado borbulhando-se argdnio ou nitrogénio ou mesmo
empregando ultrassom. A ampola € lacrada e submetida a aquecimento ou radiacéo
UV para iniciar o processo. Para o melhor rendimento na producéo do MIP, a selecao
dos reagentes bem como suas concentracdes e volumes devem ser selecionados de
forma criteriosa. Ao final da sintese uma massa rigida € formada, sendo em seguida
triturada, tamisada e lavada com solvente para a retirada da molécula modelo e de
outros reagentes remanescentes da sintese (CORMACK; ELORZA, 2004).
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Figura 2 - Exemplos de iniciadores radicalares empregados na impressdo molecular: 1) 2,2’-azo-bis-
iso-butironitrila (AIBN); 2) azo-bis-dimetilvaleronitrila (ABDV); 3) dimetilacetal de benzila.
Fonte: do autor.

A sintese pelo método de precipitacdo ocorre de forma semelhante a sintese
em bulk, a ndo ser pelo aumento consideravel no volume de solvente. Emprega-se
também um recipiente dotado de sistema de alivio de pressao, evitando assim
possiveis explosdes. Outra caracteristica desse processo € a agitacao constante, que,
aliada ao grande volume de solvente, resulta na formac¢do de minUsculas particulas
de polimero que vao aumentando de tamanho com o decorrer da sintese. Ao final do
processo, obtém-se particulas esféricas e com uma maior regularidade de tamanho
(CHEN; XU; LI, 2011).

A sintese por emulsdo ocorre em pequenas goticulas de solvente organico
apolar dispersas em um meio aquoso na presenca de um surfactante. Os reagentes
sao dissolvidos no solvente organico sob agitacdo e a temperatura ambiente. Em
seguida, esse solvente é colocado em contato com agua sob agitacdo e uma emulséo
é formada e estabilizada por um surfactante. Finalmente a temperatura do sistema &
elevada para que ocorra o processo de polimerizagéo, gerando um material uniforme
e esférico, que sera tamisado de acordo com a finalidade de uso, e lavado (ORTELLI
et al. 2002).

Na FIG. 3 podemos observar o esquema genérico da sintese do MIP.
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Figura 3 - Esquema genérico da sintese de MIP
Fonte: do autor

Trés abordagens diferentes para a preparacdo dos MIP sao relatadas, em
termos da natureza das interagBes entre a molécula modelo e os monémeros
funcionais: i) covalentes, ii) ndo-covalente e iii) semi-covalente. A primeira abordagem
envolve a formacéo de ligacbes covalentes reversiveis entre a molécula modelo e o
mondmero funcional. ApGs a polimerizacdo, a molécula modelo é retirada do polimero
por quebra das ligagBes correspondentes. A principal vantagem é a forte ligacédo entre
a molécula modelo e o monémero funcional, garantindo assim uma maior seletividade
do polimero impresso. Em contrapartida, essa forte ligacdo dificulta o processo de
eluicdo, sendo necessario, em muitos casos, até procedimentos drasticos de hidrolise
(TURIEL; MARTIN-ESTEBAN, 2010).

A sintese ndo covalente se baseia na formacédo de interagdes relativamente
fracas (ligacOes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas, etc.) entre a molécula modelo
e mondmeros selecionados antes da polimerizacdo. Esta abordagem € a mais usada
para a preparacdo de MIP, devido & possibilidade de se ligar analitos da mesma
classe, ao polimero impresso, além da facilidade de retirada da molécula modelo do
polimero durante o processo de eluicdo (HU; CHOU, 2009). Contudo, esses polimeros
sdo menos seletivos porque as interacbes entre MM e MF sdo mais fracas em
comparacao com as intera¢des decorrentes da sintese covalente (HU; CHOU, 2009).

Finalmente uma opg¢éo intermediaria € denominada de sintese semi-covalente,

na qual se tem que o processo de polimerizacdo mediado por ligacbes covalentes,
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garantindo assim a maior seletividade do MIP; enquanto que as demais interacdes
durante a utilizagdo do material ocorrem por ligacbes nao-covalentes, facilitando
assim o processo de eluicdo (NAVARROA et al. 2011).

Os MIP tém como principal caracteristica sua alta seletividade a uma molécula
ou classe de moléculas, sendo amplamente empregados na extracdo de diferentes
analitos nas mais variadas amostras. Cronologicamente, tem havido um aumento no
namero de trabalhos sobre MIP como pode ser visto na Figura 4, 0 que comprova a
potencialidade desses materiais bem como suas vantagens em relacdo a outros
adsorventes (DUAN et al. 2011).
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Figura 4 - Numero de publicacdes sobre MIP dede de 1989. Pesquisa realizada na Web of Sciences
no dia 19-06-2012 com as palavras chave molecular* imprint* polymer*.
Fonte: do autor

2.2 Materiais de Acesso Restrito

Materiais de acesso restrito (RAM) foram desenvolvidos nas ultimas duas
décadas, sendo usados principalmente para a extracdo de substancias com baixa
massa molecular em matrizes complexas contendo macromoléculas (mais
frequentemente proteinas) (SADILEK; SATINSKY; SOLICH, 2007). O emprego
desses adsorventes em sistemas on-line tem permitido a injecéo direta de amostras
bioldgicas (sem tratamento prévio) no sistema cromatografico, tendo como principal
mecanismo a exclusdo de macromoléculas por meios fisicos ou quimicos (RIEUX ET
AL. 2007). Esta injecdo ocorre frequentemente por meio de um sistema bidimensional
gue utiliza valvulas de seis vias no acoplamento das colunas RAM juntamente com os
demais componentes do sistema cromatografico (coluna analitica, injetor, detector,
etc.). Inicialmente a amostra injetada passa pela coluna RAM que retém analitos de
baixo peso molecular e descarta as macromoléculas (KILLGORE; VILLASENOR,

1996). Depois, o0 posicionamento da valvula é trocado e a fase mével elui o analito da
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coluna RAM, direcionando-os para a coluna analitica e consequentemente para o

detector.

O mecanismo de eliminacdo de macromoléculas se deve a presenca de poros
dotados de grupos hidrofobicos (no interior do RAM) capazes de capturar moléculas
de baixo peso molecular (barreia fisica) (MACHTEJEVAS et al. 2006). Por outro lado,
a superficie externa dos RAM pode ser revestida com grupos hidrofilicos (barreira
quimica), evitando assim a adsorcdo da matriz protéica. Desse modo, no momento da
extracdo, os analitos de interesse (de baixo peso molecular) penetram nos poros e
sao retidos pelos grupos ligantes, enquanto que as macromoléculas sédo percoladas
para o descarte sem que haja retencdo das mesmas na coluna RAM (WANG et al.
2011). Um bom exemplo € o RAM revestido com albumina de soro bovino (RAM-BSA),
onde a BSA é imobilizada sobre um suporte por meio de rea¢des de entrecruzamento.
Isso impede o acesso das macromoléculas hidrofilicas com o suporte. A silica
octadecil, conhecida como C18, é muito utilizada como suporte, apresentando
resultados significativos com relacéo a eliminagcdo de macromoléculas (CASSIANO et
al.2006).

A FIG. 5 mostra um RAM (com excluséo por barreira fisica) denominado de
suporte de alquil diol silica - ADS (A) e um RAM (com excluséo por barreira quimica)

denominado de superficie coberta por proteina - PCS (B).
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Figura 5 - Esquema de um RAM com mecanismo de excluséo por barreiras fisicas (A) e
guimicas (B).
Fonte: SOUVERAIN; RUDAZ; VEUTHEY, P. 144, 2004 (traduc&o da legenda).
Diferentemente do MIP, o RAM ainda ndo apresenta uma expressiva
utilizacdo em preparo de amostras, em comparacéao aos MIP, como pode ser visto
na Figura 6. Contudo, € nitido que ha uma tendéncia de crescimento em numero

de trabalhos publicados, o que denota o aspecto promissor dessa tecnologia.
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Figura 6 - Namero de publicacdes sobre RAM dede de 1989. Pesquisa realizada na web of
Sciences no dia 19-06-2012 com as palavras chave restric* access material*.
Fonte: do autor

2.3 Polimeros de impressédo molecular restritos ali  gacdo com macromoléculas

Como vimos anteriormente o MIP é um material seletivo a molécula modelo,
porém, ele apresenta uma capacidade muito grande de reter macromoléculas,
inviabilizando a injecdo direta de fluidos biologicos. J& o RAM ndo retém as
macromoléculas, porém é pobre em seletividade adsorvendo basicamente qualquer
molécula de baixo peso molecular. Com intuito de aliar as caracteristicas vantajosas
de ambos os materiais, alguns trabalhos tém investigado a possibilidade de um
sistema sequencial empregando RAM e MIP. Nessa abordagem, os dois materiais
ficam separados, cada um em uma coluna, e duas etapas de pré-tratamento sao feitas
antes que os analitos atinjam a coluna analitica de separacao (MULLETT et al. 2004).
Na FIG. 7 pode-se observar o sistema proposto com as duas colunas de pre-
tratamento RAM e MIP.
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Figura 7 - Sistema bidimensional com dois pré-tratamentos RAM e MIP.
Fonte: MULLETT, p. 268, 2007(traducédo da legenda).

A amostra injetada passa inicialmente por uma coluna RAM, onde as
macromoléculas sdo excluidas e os analitos de baixo peso molecular sao retidos. Em
seguida, os analitos retidos no RAM séo eluidos e percolados sequencialmente no
MIP, havendo entdo a adsorcdo seletiva. Finalmente, os analitos sdo eluidos da
coluna MIP e separados/analisados na coluna analitica/detector (KOEBER et al.
2001).

Contudo, esse sistema sequencial, empregando duas colunas (RAM e MIP)
mostra-se complexo devido a utilizacdo de varias bombas e valvulas, o que dificulta a
otimizacao do processo de analise. Dessa forma, uma elegante alternativa € empregar
um Unico material que agregue as caracteristicas vantajosas dos RAM e dos MIP,
obtendo-se um polimero de impressdo molecular restrito a ligagdo com
macromolécula (RAM-MIP). Com esse unico polimero é possivel reter seletivamente
o analto e eliminar quantitativamente as macromoléculas, minimizando
procedimentos morosos de preparo de amostra (HAGINAKA et al. 1999).

O RAM-MIP apresenta sitios especificos de reconhecimento molecular, bem
como grupos hidrofilicos externos que bloqueiam a ligagdo com proteinas. Outro ponto
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positivo deste material € que a camada hidrofilica proporciona um aumento do
reconhecimento molecular na utilizagdo de agua tanto como, como também fase
movel para injecao de fluidos protéicos, que acabam precipitando se houver presenca
de solvente na mesma (ANTONIO; ILHA; SUARE-ILHA, 2004). Embora sejam
evidentes as vantagens dos RAM-MIP no preparo de amostras, esta tecnologia ainda
€ pouco empregada. Os materiais encontrados podem ser divididos dois tipos:
agueles que utilizam mondmeros hidrofilicos e aqueles os que utilizam mondémeros
que apds um tratamento se tornam hidrofilicos amostra (HAGINAKA et al. 1999;
HAGINAKA; SAMBE, 2000; SAMBE; HAGINAKA, 2003; SAMBE et al. 2007; SAMBE;
HOSHINA; HAGINAKA, 2007; HOSHINA et al. 2009; HOSHINA et al. 2011).

Na metodologia que utiliza mondémeros hidrofilicos, o RAM-MIP é utilizado
como coluna de HPLC em sistema bidimensional. A sintese do material acontece pelo
método de emulsdo e é composta de cinco etapas, sendo que as trés primeiras etapas
se resumem na inser¢cao dos reagentes necessarios em tempo suficiente para que
ocorra a migracao para dentro da fase apolar da emulsdo. Devido ao aumento da
goticula da emulsdo essas trés etapas sdo chamadas de inchaco multi-step. No
primeiro inchaco, particulas de poliestireno de tamanho padronizado, sdo dispersas
em uma micro emulsdo composta de surfactante e agua. O sistema é mantido a
temperatura ambiente sob agitacdo por 15 horas. Em seguida, para o segundo
inchaco, é acrescentado o iniciador radicalar, o solvente , um estabilizador de
dispersdo e agua. O sistema é novamente mantido por mais 2 horas a temperatura
ambiente sob agitagcdo. No terceiro inchago sao adicionados o mondémero funcional, a
molécula modelo, o agente de liga¢édo cruzada, o estabilizador e a 4gua; e novamente
a mistura € mantida por 2 horas a temperatura ambiente sob agitacdo. Concluidas as
etapas de inchaco, da-se inicio a primeira polimerizacdo sob atmosfera isenta de
oxigénio, com temperatura de 50°C por 24 horas e sob forte agitagdo. Em seguida o
material obtido passa por uma segunda polimerizacdo onde sdo acrescidos um
mondmero funcional e um agente de ligacdo cruzada, ambos com caracteristica
hidrofilica. A mistura € mantida sob forte agitacdo por 20 h a 70°C. O resultado final
sao polimeros esféricos bem definidos e que apresentam seletividade, potencial pré-
concentrador e capacidade de excluir macromoléculas devido ao revestimento
hidrofilico (HAGINAKA et al. 1999; HAGINAKA; SAMBE, 2000; SAMBE; HAGINAKA,
2003; SAMBE et al. 2007; SAMBE; HOSHINA; HAGINAKA, 2007; HOSHINA et al.
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2009; HOSHINA et al. 2011). Na FIG. 8 observa-se o esquema de sintese do primeiro
RAM-MIP (HAGINAKA et al. 1999).

Os RAM-MIP obtidos por essa técnica tém sido empregados em analises de
amostras de agua de rio para controle de herbicidas e de descarte de farmacos e na
analise por injecéo direta de plasma (HAGINAKA et al. 1999; HAGINAKA; SAMBE,
2000; SAMBE; HAGINAKA, 2003; SAMBE et al. 2007; SAMBE; HOSHINA,
HAGINAKA, 2007; HOSHINA et al. 2009; HOSHINA et al. 2011).

dibutilftalato IR e Solvente MF e ALC
e . - ., (.
O primeiro inchaco Q segundo nchaco tercemro mchaco

particula inicial

Camada hidrofilica
GMMA
GDMA
K2520s
S e —_———
Polimerizagéo Polimerizagio

Figura 8 - Sistema de sintese de RAM-MIP da maioria dos artigos da literatura.
Fonte: HAGINAKA ET AL. 1999 (traducéo da legenda).

Outra forma de se obter a camada hidrofilica externa no MIP é a utilizacdo de
mondmeros que se tornam hidrofilicos apos um tratamento, como, por exemplo,
mondmeros com anel epoxi tais como o glicidil metacrilato (PARISI et al. 2009; PARISI
et al. 2009; XU et al. 2010) (FIG. 9).

Ty

Figura 9 - Estrutura quimica do glicidil metacrilato
Fonte: do autor.

Em dois trabalhos que abordam essa metodologia, a proposta foi a de utilizacéao
dos RAM-MIP como material de liberacdo controlada de farmacos, por isso a
necessidade de uma camada hidrofilica que primeiramente excluiria as
macromoléculas evitando a obstrugdo das cavidades, além de aumentar o
reconhecimento molecular devido ao afastamento do meio aquoso das cavidades
favorecendo a ligacdo da molécula modelo (ANTONIO; ILHA; SUARE-ILHA, 2004;
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PARISI et al. 2009; PARISI et al. 2009; XU et al. 2010). No primeiro trabalho foram
avaliados trés parametros fundamentais para que um material seja usado com esta
finalidade: retencdo do farmaco, absorcdo de agua e nédo aderéncia de
macromoléculas. A sintese do RAM-MIP (FIG. 10) foi realizada pelo método in bullk
empregando-se molécula modelo, o iniciador radicalar, o agente de ligagdo cruzada,
o mondmero funcional, solvente e um co-mondmero. A polimerizagdo ocorreu por 24
horas a 60°C numa ampola lacrada e isenta de oxigénio. O mondlito formado foi
triturado e peneirado obtendo-se assim um material de tamanho <63 nm. Este foi
entdo lavado para retirada da molécula modelo e finalmente tratado com uma solucao
de acido perclérico 10%(v/v) para a abertura do anel ep6xi do co-mondmero, formando
assim a camada hidrofilica (PARISI et al. 2009). No segundo trabalho, os autores
avaliaram a retencdo do farmaco, a absorcdo de agua, a nao aderéncia de
macromoléculas além de realizarem testes de liberacdo in vitro. O diferencial da
sintese foi que ela aconteceu pelo método de precipitacdo. O volume de solvente foi
aumentado e a polimerizacao foi processada com agitacdo constante, gerando um

material mais uniforme e esférico.
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Figura 10: Sistema de sintese de RAM-MIP utilizado para liberacao controlada de farmacos.
Fonte: PARISI ET AL., p. 360, 2010 (traducédo da legenda).

Outro RAM-MIP que também utiliza monémeros que se tornam hidrofilicos
apos um tratamento € utilizado para determinacao de sulfonamida em leite com
injecdo direta, através de HPLC com sistema bidimensional. A sintese do polimero
comeca com a preparacao da silica (trés estagios) que sera utilizada como base
para o material. Inicialmente, a silica hidroxilada reage por 15 horas com um agente
de acoplamento funcional dotado de uma amina primaria que amplia a capacidade
de ligacdo do material (XU et al. 2010). Na segunda etapa, o material seco, é
suspenso em dimetil formamida (DMF) e reage com um copolimero de fragmentacao
reversivel a 25°C por 18 horas. Na terceira etapa, o0 material, em meio etandlico,

reage com um ligante a 50°C por 8 horas, formando o que o autor chama de



iniferter-silica. Na FIG. 11 é apresentada a sintese da iniferter silica que servira
como base do RAM-MIP.
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Figura 11 - Primeira etapa da sintese de RAM-MIP para analise em leite. Sintese da “iniferter-silica”.

Fonte: XU et al., p. 7200, 2010.

A sintese do MIP enté@o acontece através de precipitacdo, onde a iniferter-silica

é colocada num frasco junto com solvente, molécula modelo, agente de ligacdo

cruzada e mondémero funcional numa atmosfera isenta de oxigénio, sob agitacao,

atraves de irradiacéo de luz UV por 4 horas (FIG. 12). O material passa por mais uma

fase de polimerizacdo para a adicdo do mondmero com caracteristica hidrofilica por 8

horas, sob agitacdo num ambiente isento de oxigénio.
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Figura 12 - Segunda etapa da sintese de RAM-MIP para analise em leite. Sintese do MIP.
Fonte: XU et al., p. 7201, 2010.

Finalmente, o material passa pela ultima polimerizacéo onde € acrescentado o
mondmero que, apos tratamento com acido sulfurico, passa a ter carater hidrofilico.

Na Figura 13 pode-se observar a polimerizagao final do RAM-MIP.
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Figura 13 — Sintese final do RAM-MIP. Adicao do revestimento hidrofilico.
Fonte: XU et al., p. 7202, 2010.

Seguindo esta mesma linha, um material utilizando um glico-monémero para
dar carater hidrofilico ao polimero foi utilizado (HUA et al. 2011). O primeiro passo € a
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sintese do glico-monémero empregando-se octa-acetato de lactose, um monémero
funcional com caréater hidrofilico o hidréxi metilmetacrilato (HEMA), solvente e
trifluoreto de boro. Essa sintese acontece a 0°C, formando o flicomon6mero

apresentado na FIG. 14.
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Figura 14 - Estrutura quimica do glico-mondmero octa-acetato de lactose (MAEL).
Fonte: do auto.

O decorrer da sintese segue o modelo do trabalho descrito anteriormente (ver
FIG. 15). Ao final, o material passa por um processo de alcodlise, quando o0 metoxido
de sodio reage com o MAEL retirando os grupos acetila (Ac) e deixando OH livre no

polimero, dando carateristica hidrofilica ao polimero formado.

4-VP, LGDMA,
AIBN, Tolueno, MM

Dibutilftalato e e Glicomonémero
oss o 0 - -

Polimerizagado

Alcodlise

Figura 15 - Sintese do glyco-MIP.
Fonte: HUA et al. p. 3089, 2011 (traducdo da legenda).

Todos os trabalhos apresentam resultados satisfatérios com relacdo a
eliminacdo de macromoléculas e seletividade a molécula modelo para o qual foram

sintetizados.
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Finalmente, o pequeno numero de trabalhos na literatura sobre RAM-MIP
denota o vasto campo de estudo inerente a metodologias de sintese e aplicacédo
desses materiais.

2.4 Fenotiazinicos

A esquizofrenia € uma doenca do sistema nervoso central (SNC) que atinge de
1-2% da populacdo mundial, representando ainda um grande desafio aos
neurocientistas (MENEGATTI et al. 2004). Seu tratamento tem sido feito com base
em farmacos fenotiazinicos, minimizando a necessidade de internacdo em hospitais
de doentes mentais, bem como diminuindo os tratamentos de choque. Esses
farmacos tém seu efeito influenciado pela estrutura do respectivo composto
fenotiazinico, sendo o0s mesmos classificados como farmacos de baixa
(clorpromazina, tioridazina, mesoridizina), média (perfenazina) e alta poténcia
(flufenazina, trifluofenazina) (LOVE; SMITH; SIMMONS, 2006).

7

O principal representante desta classe de substancias € a clorpromazina,
farmaco pioneiro no tratamento efetivo dos sintomas positivos da esquizofrenia, sendo
ainda capaz de reduzir o tempo médio de hospitalizacéo de pacientes esquizofrénicos
e as recidivas de internagoes.

Devido a importancia terapéutica, bem como pelo aspecto toxicolégico préprio
das fenotiazinas, diversos trabalhos tém sido propostos para a monitorizacao
terapéutica, visando aumentar a eficacia terapéutica e minimizar os possiveis efeitos
adversos. Na quantificacdo desses farmacos em amostras biologicas, o preparo da
amostra é a etapa mais demorada do processo analitico, sendo esta ainda mais
complexa quando uma técnica cromatografica € envolvida (TANAKA et al. 2007). A
FIG. 16 mostra a estrutura da clorpromazina que apresenta faixa terapéutica entre 50
e 300 ug L.

S
Figura 16 - Estrutura quimica da clorpromazina.
Fonte: do autor
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2.5 Cromatografia Liquida Bidimensional

A demanda por analises cada vez mais rapidas tem impulsionado o
desenvolvimento de técnicas onde as etapas de preparo de amostra e separacao
analitica sédo integradas. Dentre as estratégias empregadas, a utilizacdo de
cromatografia liquida bidimensional no modo denominado column switching permite a
injecdo direta de matrizes complexas no sistema analitico (KILLGORE; VILLASENOR,
1996).

Nesse sistema geralmente utilizam-se valvulas de seis vias na montagem de
pré-colunas e colunas analiticas. Inicialmente a amostra é inserida na coluna extratora
para a retencao do analito de interesse, excluindo os demais concomitantes. A valvula
€ acionada e a fase mével elui o analito da pré-coluna e o envia para a coluna analitica
para separacéo (KILLGORE; VILLASENOR, 1996).

As vantagens sobre a cromatografia tradicional € o menor consumo de
solventes e de amostra, alta frequéncia analitica, pré-concentragdo em linha com o
sistema cromatografico e boa resolucédo cromatografica. Na FIG 17 pode-se observar

um sistema genérico bidimensional.

Coluna de Pré-
Tratamento

Fase Movel | Bomba

/‘\ Analitica
Detect : i
e Coluna Analitica O O

UviVis [ |

/' Vilvula \\\
Multidimencional

Bomba

Bomba Injetor
e

Fase Movel de
Pré-Tratamento

Descarte

Figura 17 - Esquema genérico de um sistema bidimensional
Fonte: do autor.
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3. OBJETIVOS

Sintetizar e avaliar o desempenho de um polimero de impressao molecular
restrito & ligacdo com macromoléculas por meio de revestimento com albumina ((do
inglés “restrict access moleculary imprinted polymer” — RAM-MIP-BSA) para preé-
concentracdo de clorpromazina em amostra de plasma humano para andlise em
sistema HPLC-bidimensional (do inglés “High Performance/Pressure Liquide

Chromatography”).

3.1. Especificos

. Sintetizar RAM-MIP-BSA para clorpromazina;

. Avaliar o material obtido em termos de seletividade e capacidade de
eliminacdo de macromoléculas;

. Caracterizar os materiais por microscopia eletrénica de varredura e construir
as isotermas de adsorcao de clorpromazina no RAM-MIP-BSA e no RAM-
NIP-BSA (polimero ndo impresso);

. Otimizar as condi¢cdes experimentais para a extracdo de clorpromazina em
amostra de plasma humano por cromatografia liquida(bidimensional.

. Avaliar o potencial pré-concentrador do RAM-MIP-BSA para a melhoria da
sensibilidade em andlises por cromatografia liquida bidimensional.

. Validar a metodologia de acordo com as recomendacfes do FDA (Method
Validation of U.S Food and Drug Administration).
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Materiais e equipamentos

As analises foram realizadas em um Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia
(Shimadzu Prominence, Japao) com detector do tipo DAD-UV/Vis (SPD-20A) e coluna
analitica Phenomenex modelo Gemini 250x4,60mm e C18 de 5um. O sistema
bidimensional utilizado é formado por duas bombas (Shimadzu 20AD,Japéo) e uma
Véalvula de 6 canais VICI-cheminert 11R-0016H(Valco, Houston, TX,EUA). Para as
sinteses dos polimeros empregou-se um phmetro (Quimis Q400A, Brasil), balanca
analitica (Shimadzu, Japéao), sistema de vacuo tipo Manifold, chapa aquecedora com
sistema de agitacdo (Quimis Q313l, Brasil). Para construgcdo das isotermas foi
utilizado banho termostatizado com agitacdo (Quimis Q303SR, Brasil) e agitador
vortex (Fanem 251, Brasil). A morfologia de todos os polimeros foi avaliada por
microscopia eletrébnica de varredura realizadas na Central de Andlises Quimicas
Instrumentais do Instituto de Quimica de Sdo Carlos (CAQI/IQSC/USP) em um
equipamento ZEISS LEO 440 (Cambridge, England) com detector OXFORD,
operando com feixe de elétrons de 15kV. As colunas RAM-MIP foram preparadas
empregando-se uma pré-coluna (1 cm de comprimento e 4,6 mm de diametro interno)
desprovida de adsorvente e preenchida com o referido material.

4.2 Reagentes e solucdes

Todas as solucbes foram preparadas empregando-se &agua ultra-pura,
proveniente de um sistema de purificagdo de agua Milli-Q® (Millipore®, Bedford, MA,
USA), resistividade de 18,2 MQcm. Todos os regentes utilizados foram de grau
analitico e da marca Sigma-Aldrich.

O MIP foi sintetizado a partir de cloridrato de clorpromazina 98%, acido
metacrilico (MAA) 99%, etileno glicol dimetacrilato (EGDMA) 98%, cloroformio, hidroxi
etil metacrilato (HEMA) 97%, glicidil dimetacrilato — mistura de isomeros (GDMA),
azoisobutironitrila (AIBN). Para retirada da molécula modelo utilizou-se uma solucao
de metanol:acido acético 80:20 v/v. Para a cobertura do RAM empregou-se albumina
de soro bovina (BSA), glutaraldeido 25% e borohidreto de sodio 98%.

As solucgdes padréo de clorpromazina e BSA foram preparadas diariamente em
tampao fosfato 0,01mol L pH 7,0.

A primeira fase movel utilizada foi composta de metanol grau HPLC, acetato de
s6dio 0,1 mol L* pH 4,1 80:20(v/v). Apés otimizacéo final do sistema a fase mével foi
acetonitrila grau HPLC, acetato de sédio 0,1 mol Lt pH 4,1 45:55(v/v).
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Catecol 98%, dopamina 98,5% e flufenazina 98% foram empregadas nos testes
de seletividade.

As amostras de plasma utilizadas para validacdo do método foram fornecidas
por voluntarios saudaveis que relataram a nao utilizacdo de medicamentos. O estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica da Instituigéo e todos os voluntarios assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido, depois de devidamente informados sobre
0s procedimentos e objetivos da pesquisa. Todas as amostras de sangue foram
coletadas em tubos Vacutainer® heparinizados (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
EUA).

Uma solugcdo estogue de clorpromazina preparada em metanol na
concentragdo de 100 ug mL* foi empregada para o preparo das amostras de plasma
enriquecidas com o analito nas concentrac¢des de 30, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350
ug L que contemplam a faixa terapéutica de 50 a 300 pug L segundo a FDA. As
referidas solugBes foram preparadas pipetando-se aliquotas adequadas da solugéo
estoque ou de uma solucéo intermediaria em um béquer de fundo afunilado. Essas
aliquotas foram secas sob fluxo de nitrogénio e ressuspensas em 1 mL de amostra de
plasma humano.
4.3Sinteses do RAM-MIP-BSA

A sintese foi feita pelo método de precipitacdo, dentro de um baldo de fundo
redondo com trés bocas sobre um banho de 6leo a 60°C. Nos demais orificios,
acoplou-se um condensador de bolas para evitar perda de solvente e um septo por
onde foi feita a purga com nitrogénio ou argonio bem como a adicdo de reagentes
durante a sintese. Na extremidade superior do condensador acoplou-se um baldo para
evitar a entrada de oxigénio bem como para evitar o aumento exagerado da presséo

interna do sistema. A FIG. 18 mostra o esquema montado para a sintese.
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Figura 18 - Montagem utilizada para realizacdo de sintese pelo método de precipitacéo.
Fonte: do autor.

ApoOs a sintese, o material foi lavado para retirada da molécula modelo bem
como de reagentes remanescentes da reacéo. A lavagem foi executada percolando-
se pelo sequencialmente pelo polimero as seguintes solugdes: i) 60 mL metanol:acido
acético 4:1- vlv; ii) 30 mL metanol e iii) 60 mL metanol:tampéo acetato de sodio 0,2
mol Lt pH 4,1 (8:2-v/v). A eficiéncia da lavagem foi comprovada quando a solucgéo
oriunda da ultima percolagédo ndo apresentou sinal algum de clorpromazina na analise
em HPLC com coluna analitica Phenomenex modelo Gemini 250x4,60mm e C18 de
5um e fase mével composta de metanol grau HPLC:acetato de sédio 0,1 mol L pH
4,1 80:20(Vv/v).

O proximo passo deste estudo foi direcionado ao revestimento do polimero de
forma que o0 mesmo seja capaz de eliminar macromoléculas. Nesse sentido, com
base nos trabalhos da literatura, optou-se por investigar o efeito da adicdo de GDMA
e/ou HEMA como possiveis monémeros capazes de conferir carater hidrofilico ao
polimero. A FIG. 19 apresenta as estruturas quimicas do GDMA e/ou HEMA e, como
pode ser visto, ambos os reagentes sdo dotados de grupamento vinil capaz de se
integrar a rede polimérica, bem como de terminacdes hidrofilicas representadas pelos

grupamentos hidroxila do GDMA e do HEMA, respectivamente.
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OR onde R=H ou
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/\/OH
e]
B
Figura 19 - Estrutura quimica GDMA mistura de isémeros (A) e HEMA(B)
Fonte: do autor.

Para a cobertura com BSA foram adicionados 300 mg de RAM-MIP em um
cartucho vazio de SPE e acoplado ao Manifold. A reacdo ocorreu percolando-se
inicialmente 20 mL de uma solugdo BSA 1% (m/v) preparada em tampao fosfato
0,05mol L't com pH 6,0. Em seguida, percolou-se 5 mL de glutaraldeido 25% (v/v) e
o cartucho foi deixado em repouso por 5 horas a temperatura ambiente. Finalmente,
10 mL de borohidreto de sédio 1% (m/v) foram passados pelo cartucho. O polimero
de impressdo molecular restrito a ligacdo de macromoléculas por superficie recoberta
com proteina (RAM-MIP-BSA) foi entdo lavado com agua em abundancia para a
retirada de residuos da sintese. Um RAM-NIP-BSA também foi sintetizado da mesma
forma, a ndo ser pela auséncia da molécula modelo.

4.4 Caracterizagao

Para caracterizagao foi utilizada a microscopia eletronica de varredura (MEV).
Para as analises de MEV as amostras foram recobertas com 10 nm de ouro em um
metalizador Coating System BAL-TEC MED 020 (BAL-TEC, Liechtenstein) e mantidas
em dessecador até o momento de analise.

Também foi feito um estudo de adsor¢édo do material, que é o processo onde
um componente presente numa solugcdo adere a superficie de um sélido. A
intensidade do efeito de adsor¢cdo depende da temperatura, natureza, concentracao
do adsorvente e adsorvato, pH do meio, solubilidade do soluto, tempo de contato,
agitacao entre outros (DABROWSKI, 2001).
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Os fenbmenos de adsorcdo podem ser classificados em adsorcéo fisica ou
quimica. Na adsorc¢do fisica, também chamada de fisissor¢cdo, ocorre um processo
reversivel e rapido onde o adsorvato se liga a superficie do adsorvente. Ja a adsorcao
qguimica ou quimissorcdo € especifica envolvendo interacdo entre o adsorvente e
adsorvato com energia quase tao alta quando a formacédo de ligacbes quimicas. A
quimissor¢cdo ocorre apenas com a formacdo de monocamadas e é irreversivel
(DABROWSKI, 2001).

A uma temperatura constante, a quantidade adsorvida aumenta com a
concentragdo do adsorvato, e a relacdo entre a quantidade adsorvida e a
concentracdo é denominada como isoterma de adsorcéo (KLUG et al. 1998).

Inicialmente foi feito um estudo cinético visando encontrar 0 tempo necessario
para que a interacdo clorpromazina/RAM-MIP-BSA atingisse o equilibrio. Para isso,
oito tubos contendo 10 mg de RAM-MIP-BSA com 2 mL de uma solugéo tamponada
(tampéo fosfato 0,01 mol L* pH 7,0) de clorpromazina a 300 mg L * em foram agitados
a temperatura ambiente. Aliquotas do sobrenadante de cada tubo foram coletadas
respectivamente nos tempos de 5, 10, 20, 25, 30, 40, 45 e 60 min, e a clorpromazina
foi quantificada utilizando HPLC com coluna analitica Phenomenex modelo Gemini
250x4,60mm e C18 de 5um e fase mével composta de metanol grau HPLC:acetato
de s6dio 0,1 mol L pH 4,1 80:20(v/v).

As isotermas de adsorcéo foram obtidas a partir do método de batelada, onde
a uma série de tubos de ensaio contendo uma quantidade de 10 mg de RAM-MIP-
BSA foi adicionado 1,0 mL de solu¢bes de clorpromazina de concentragfes de 125,
150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 mg
L-1. O pH 7.0 foi mantido constante em tampéao fosfato (0,01 mol L?). As suspensdes
foram agitadas por 60 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as suspensoes
foram separadas por centrifugagdo a 1560g por 10 min. A clorpromazina presente no
sobrenadante apds a agitacdo foi quantificada utilizando-se HPLC com coluna
analitica Phenomenex modelo Gemini 250x4,60mm e C18 de 5um e fase moével
composta de metanol grau HPLC, acetato de sédio 0,1 mol Lt pH 4,1 80:20(v/v). A
guantidade de clorpromazina adsorvida no RAM-MIP-BSA foi determinada por meio
da diferenca entre a concentracdo inicial e a concentracdo encontrada no

sobrenadante.
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4.5. Empacotamento das colunas

As colunas utilizadas durante as analises foram empacotadas com o0s
polimeros pelo método slurry (TOTH; LASZLO; HORVAI, 2005). Inicialmente o
material foi suspenso em solvente, e percolado através da coluna em sistema
pressurizado, até o completo preenchimento. Para iSso empregou-se uma suspencgao
com 100 mg de RAM-MIP-BSA em 5 mL de agua. A FIG. 20 apresenta o esquema do

empacotamento e a FIG. 21 apresenta a pré-coluna recheada.

Reservatorio da

suspensdo do
RAM-MIP-BSA
Bomba de
alta pressao —r
Coluna que sera
empacotada

Figura 20 - Esquema de empacotamento pelo método slurry.
Fonte: do autor.

Figura 21 - Pré-coluna recheada com RAM-MIP-BSA
Fonte: do autor.

4.6 Montagem e otimizagao do sistema bidimensional

O sistema de cromatografia liquida bidimensional foi montado empregando-se
um cromatografo da marca Shimadzu, modelo Prominence com detector UV/Vis, uma
bomba de alta pressdo e uma valvula seletora de 6 canais. O sistema foi controlado
pelo software LCsolution do HPLC.

O arranjo do sistema foi feito em backflush (para diminuicdo do alargamento do
pico), onde a bomba do sistema tradicional do HPLC impulsiona 4gua através do
amostrador e da coluna contendo o RAM-MIP-BSA quando a valvula € mantida na
posicdo A (FIG. 22), ao mesmo tempo em que a fase mével de eluicdo/separacdo é
impulsionada pela bomba B condicionando a coluna analitica e o detector. Enquanto
a valvula se mantem na posicao A, a amostra € injetada, os analitos séo retidos e as

macromoléculas sdo excluidas da coluna RAM-MIP-BSA. Apés um tempo adequado,
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a valvula passa para a posi¢céo B (FIG. 22), onde a fase movel de eluicdo e separacdo
é impulsionada pela bomba B através da coluna RAM-MIP-BSA na direcéo inversa. A
mesma é responsavel por eluir os analitos retidos na coluna e leva-los para a coluna

analitica onde serdo separado e analisado no detector UV/Vis.

Coluns de Pré-

Tratamento
—— -
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/"——\\ Analitica
Dietector I -—
UViVis —| Cohina Analitica ) ) EBombz 5 F
f Vilvula
Multidimencional
Bomba & Infetor Deescarte
A
Fase Movel de
Pré-Tralnmendo
Coluns de Pré-
I ratnmsenio
—
Fase Movel
Anakiicn
Dhetecton ;
Vilvula
Multidimenciomal
Bomba Ap—— Mnjctor Dhescarte
—_—

Fase Movel de B
Fré-Tratamentio

Figura 22 - Sistema bidimensional que sera utilizado durante as analises nas posi¢oes A e B.
Fonte: do autor

4.7. Validacdo do método

O método foi validado de acordo com normas da FDA (US FDA 2001) para
linearidade, preciséo, exatidao, limite de quantificacdo. Uma curva analitica
construida em amostra de plasma humano foi feita em quintuplicata, utilizando as
concentracdes de 30, 50, 100, 150, 200, 250, 300 e 350 ug L. A curva foi tracada
com a razao de area do pico do analito versus sua concentragdo. A equacgao de
regressao linear e o coeficiente de correlacéo (r) foram calculados pelo método dos

minimos quadrados.
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O limite de quantificacao foi a menor concentracao quantificada com preciséo
e exatidao.

A precisao e exatidao intra-ensaio foram avaliada nas concentracées 30, 200 e
300 pg L* (n=5 por concentracdo) analisadas no mesmo dia. A precisdo e exatiddo
inter-ensaio foi realizada com as mesmas concentragbes anteriores em 3 dias
consecutivos(n=5 por concentracdo). Esses resultados foram expressos como desvio
padrao relativo (DPR) e erro relativo (E), para presisao e exatidao, respectivamente.

A avaliacdo da recuperacao absoluta foi feita analisando-se padrdes de 30, 200
e 300 pg L't em amostra de plasma humano pelo sistema bidimensional. As areas
obtidas foram comparadas com as areas de padrbes aquosos nas mesmas

concentracfes analisados no sistema HPLC tradicional (sem coluna RAM-MIP-BSA).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1. Estudo das diferentes metodologias de sintese de RAM-MIP-BSA

Para a obtencdo do RAM-MIP foram feitas sinteses de MIP para clorpromazina
acrescentando mondémero funcional com carater hidrofilico. A TAB. 2 apresenta as
metodologia e os reagentes utilizados em 3 diferentes sinteses que se diferenciaram,
basicamente pela propor¢cdo e natureza dos reagentes empregados. ApoOs as
sinteses, os polimeros foram estudados quanto as suas capacidades de eliminar
macromoléculas. Esse estudo foi conduzido injetando-se inicialmente 25 puL de um
padrdo aquoso de BSA de 44 mg mL (mesma concentracdo de albumina encontrada
no plasma humano) em um cromatégrafo sem a presenca de nenhuma coluna, e
operando com detector UV a 313 nm e com agua deionizada como fase movel (FIG.
23A). O pico obtido corresponde a 100% de BSA, ou seja, toda BSA injetada foi
direcionada ao detector. Em seguida, a coluna RAM-MIP foi colocada no percurso
analitico (FIG. 23B) e 25 puL do mesmo padrédo aquoso de BSA de 44 mg mL! foram
injetados. A BSA fluiu através do RAM-MIP e o pico obtido foi empregado para se
avaliar o percentual de BSA eluido do RAM-MIP por meio de comparagdo com 0 pico

correspondente a 100% de eluicédo (FIG. 23A).

Bomba Injetor A ?Ii;;fftizr Descarte
Bomba Injetor — Coluna RAM-MIP k%ﬁ}f@ﬂ‘s’r Descarte
B

Figura 23 - Esquema utilizado para teste de eliminacdo de BSA nos polimeros sintetizados. O
detector foi ajustado para 313 nm.
Fonte: do autor.

Os resultados de capacidade de eliminacdo de BSA séo apresentados na TAB.
2, e como pode ser visto, a utilizacdo de quantidades crescentes de HEMA
adicionados no inicio da sintese (TAB. 2) ndo resultou em polimeros eficientemente
capazes de eliminar macromoléculas. Isso pode ser constatado pelas baixas taxas de
eliminacdo de BSA, da ordem de 15%, comprovando assim que esses polimeros
adsorveram cerca de 85% da BSA injetada na coluna. Esta constatacdo pode ser
justificada pelo fato de que o HEMA esteja sendo consumido rapidamente durante o

inicio da polimerizagdo. Isso faz com que os grupamentos hidrofilicos estejam
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incrustados na rede polimérica, ndo havendo, dessa maneira, uma efetiva quantidade

desses grupamentos recobrindo o polimero externamente.

Tabela 2 - Diferentes metodologias de sintese do RAM-MIP em termos de proporgao de
reagentes e eliminacdo de BSA(n=3) com adicao de reagentes com carater hidrofilico no

3 (AIBN), 4 mmol de ALC
(EGDMA), 9 mmol de HEMA e

inicio.
Sintese Reagentes empregados Metodologia Ellé‘négao%ao
1 mmol de MM
(clorpromazina), 4 mmol de Adicionar todos os
MF (MAA), 25 mg de IR reagentes em Unica etapa 13+0.2
1 (AIBN), 10 mmol de ALC e promover a sintese por -
(EGDMA), 2 mmol de HEMA e 24 h a 60°C
24 mL de cloroférmio.
1 mmol de MM
(clorpromazina), 4 mmol de Adicionar todos os
MF (MAA), 25 mg de IR reagentes em Unica etapa 14+0.2
2 (AIBN), 8 mmol de ALC e promover a sintese por -
(EGDMA), 4 mmol de HEMA e 24 h a 60°C
24 mL de cloroférmio.
1 mmol de MM
(clorpromazina), 3 mmol de Adicionar todos os
MF (MAA), 25 mg de IR reagentes em Unica etapa 14+0.2

e promover a sintese por
24 h a 60°C

24 mL de cloroférmio.

No sentido de aumentar a quantidade de hidroxilas terminais na superficie
externa do polimero, outras 3 sinteses forma conduzidas sendo que a principal
mudanca foi a adicdo do HEMA e do GDMA em diferentes tempos apds o inicio da
reacao de polimerizacdo, como demonstrado na TAB. 3. O objetivo foi adicionar os
mondmeros hidrofilicos depois que grande parte da polimerizacdo houvesse sido
processada. Assim, esses mondmeros hidrofilicos ndo causariam interferéncia na
formagéo dos sitios seletivos, além de promoverem a formacdo de uma camada
protetora externa incapaz de se ligar a macromoléculas. Os resultados permitiram
concluir que a melhor capacidade de eliminacédo de macromoléculas foi da ordem de
85%, resultado esse obtido quando o HEMA e o GDMA foram adicionados apés 60 e
90 min do inicio da polimerizacéo.

Apesar de ter havido progresso na busca por RAM-MIP ideal, ainda péde-se
constatar que houve uma consideravel retencédo de BSA, da ordem de 15 %, para os
polimeros 2 e 3 da TAB. 3. Vale ressaltar que esses percentuais ainda séo altos e
inviabilizam a utilizacio desses polimeros para analise direta de farmacos em fluidos
bioldgicos, uma vez que esse excesso de proteinas pode causar problemas no

sistema cromatografico. Dessa forma, baseado no conceito de RAM recoberto por



proteinas (RAM-BSA) (CASSIANO ET AL.2006), nossos esfor¢os foram direcionados
a realizacdo de uma reacédo de recobertura do RAM-MIP com proteina, de forma a
melhorar sua performance de eliminagcdo de macromoléculas. O RAM-MIP a ser
recoberto foi aquele obtido pela sintese 2 da TAB. 3, e a reacao de recobertura foi
feita com BSA (CASSIANO ET AL.2006).

Tabela 3 - Diferentes metodologias de sintese do RAM-MIP em termos de proporcdo de
reagentes e eliminacao de BSA (n=3) com adi¢ado de reagentes com carater hidrofilico apos inicio

da polimerizacéo.

. . Eliminacéo
Sintese Reagentes empregados Metodologia BSA %
1 mmol de MM dici
(clorpromazina), 3 mmol de Adicionar MM,’ M.F’ ALC, IR e 24
ME (MAA), 25 mg de IR mL,de cloroférmio e promover a
AIBN), 5 | de ALC sm'_[ese por 45 min a 60°C.
1 (EEBDMA)\)' 7n;n:nomo|eHEMA Depois adicionar HEMA, GDMA 16+0,2
0.5 mmol ('Jle,GDMA e 48 mI'_ e mais 24 mL de cloroférmio e
’ de cloroférmio promover a sintese por 24 h a
' 60°C.
1 mmol de MM .
(clorpromazina), 3 mmol de Adicionar MM, MF, ALC, IR e 24
ME (MAA), 25 mg de IR mL,de cloroférmio e promover a
AIBN), 7 mmol de ALC smFese por 60 min a 60°C.
2 (EEBDMA)\) 75 mmol HEMA.  Depois adicionar HEMA, GDMA 84+0,5
0.5 mmol (’je,GDMA e 48 mL e mais 24 mL de cloroférmio e
' de cloroférmio promover a sintese por 24 h a
: 60°C.
1 mmol de MM .
(clorpromazina), 3 mmol de Adicionar MM, MF, ALC, IR e 24
ME (MAA), 25 mg de IR mL,de cloroférmio e promover a
AIBN), 7 | de ALC sintese por 90 min a 60°C.
3 ( ), 7 mmol de Depois adicionar HEMA, GDMA 84+0,2

(EGDMA), 7,5 mmol HEMA,
0,5 mmol de GDMA e 48 mL
de cloroférmio.

e mais 24 mL de cloroférmio e
promover a sintese por 24 h a
60°C.

O RAM-MIP-BSA e o RAM-NIP-BSA foram acondicionados em colunas pelo
método slurry (TOTH; LASZLO; HORVAI, 2005), (utilizando agua como solvente) e
entdo avaliados quanto a capacidade de retencdo de macromoléculas. A FIG. 24
apresenta os cromatogramas obtidos para a injecdo do padrédo de BSA em um sistema
sem coluna e no sistema com as colunas RAM-MIP-BSA ou RAM-NIP-BSA. Como
pode ser visto, a eliminacao de proteinas foi de 99,7 e 99,3% para o RAM-MIP-BSA e
RAM-NIP-BSA, respectivamente. Esses valores séo ideais e condicionam esses

materiais para a serem utilizados na extracao direta de farmacos em fluidos biolégicos.
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Padrao BSA 44 mg mL™" em RAM-MIP-BSA
Area - 2147412

Padrao BSA 44 mg mL™" em RAM-NIP-BSA
Area - 2140277

Padrao BSA 44 mg mL™ sem coluna
Area - 2153284

: , : , : :

0,0 0,3 0,6 0,9 1,2
Tempo de retencao(min)

Figura 24 - Cromatogramas com respectivas areas obtidas para padrdo de BSA 44 mg mL! em

sistema sem coluna, com coluna RAM-NIP-BSA e com coluna RAM-MIP-BSA.
Fonte: do autor.

O tempo de vida util da coluna RAM-MIP-BSA foi investigado injetando-se
sequencialmente um padréo de clorpromazina de 200ug L preparado em solucéo de
BSA 44 mg mLt. A FIG. 25 mostra as respectivas areas obtidas para a injecéo
sequencial do padrdo por 90 vezes. Como pode ser visto, ndo houve uma variacéo
significativa e o desvio padrdo relativo obtido, considerando todas as injecdes, foi
menor que 6,0 %. Além disso, vale destacar que, durante as inje¢cdes sequenciais,

nao houve variacdo importante na presséao interna do sistema (< 150 Kgf).
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Figura 25 - Gréfico correspondente as varias injecdes de clorpromazina 200ug L1 em solucdo com
BSA 44 mg mL1,
Fonte: do autor.
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A seletividade do RAM-MIP-BSA foi investigada empregando-se uma solugao
mista contendo clorpromazina 200 ug L, flufenazina 200 pg L, catecol 200 ug Lt e
dopamina 200 pg L* preparada em meio aquoso contendo BSA 44 mg mL?1. As
estruturas quimicas da flufenazina, catecol e dopamina séo apresentadas na FIG. 26,
e como pode ser visto, hd uma grande similaridade entre a flufenazina e a
clorpromazina (FIG. 16), o que da indicios de que o RAM-MIP-BSA pode extrair
também flufenazina. Ja o catecol e a dopamina tém estruturas quimicas diferentes e

por isso teoricamente ndo havera interacdo seletiva entre essas moléculas e 0 RAM-

MIP-BSA.
\ N/_\—N N
/.
S CF4
A
H,N OH OH
B C
OH OH

Figura 26: Estrutura quimica da flufenazina (A), dopamina (B) e catecol (C).
Fonte: do autor.

O experimento foi conduzido empregando-se 300 mg de material
acondicionados em um cartucho vazio de SPE, que foi acoplado em um Manifold e
utilizado de acordo com o seguinte procedimento:

« condicionamento com 3 mL acetonitrila + 3 mL H20;

e Adicédo de 1 mL da solucdo padrdo de clorpromazina 200 ug L, flufenazina
200 pg L1, catecol 200 pg L e dopamina 200 ug Lt preparadas em meio
aquoso contendo BSA 44 mg mL%;

 Lavagem com 2 mL H20;

* Eluicdo com 1 mL de fase movel (metanol:tampéo acetato de sodio 0,2 mol L

1e pH 4,1, na proporcdo de 80:20-%-Vv/v).

O eluato foi entdo coletado e injetado em HPLC com coluna analitica
Phenomenex modelo Gemini 250x4,60mm e C18 de 5um, detector UV/Vis a 313 nm
e empregando e fase mével metanol:tampéo acetato de sddio 0,2 mol L*e pH 4,1, na
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proporcao de 80:20-v/v. As areas obtidas com os eluatos sdo apresentadas na Tabela
4.Como pode ser visto, somente 0s picos da clorpromazina e da flufenazina foram
detectados, comprovando a seletividade do MIP para a classe de fenotiazinicos.
Ademais, um padrédo de clorpromazina 200 pg L, flufenazina 200 pg L, catecol 200
ug Lt e dopamina 200 ug Lt preparado em meio aquoso foi também injetado no
HPLC, nas mesmas condi¢cfes anteriormente descritas, porém sem ser submetido a
extracdo com RAM-MIP-BSA e as areas de cada pico sdo também apresentadas na
Tabela 4. Com esse resultado foi possivel verificar as boas recuperacdes da extracao

de clorpromazina e flufenazina, como também descrito na TAB. 4.

Tabela 4 - Resultados obtidos nos testes de seletividade utilizando clorpromazina, flufenazina,

dopamina e catecol

Analito Area do padréo Area do eluato Recuperacao
Clorpromazina 26753 23230 88%
Flufenazina 31179 27017 87%
Dopamina 32189 ND* -
Catecol 33256 ND* -

*N&o detectado.
5.2. Caracterizagdo do RAM-MIP-BSA

O RAM-MIP-BSA foi caracterizado através de Microscopia eletronica de
varredura e através do estudo de adsorc¢ao.
5.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura

Nas FIG. 27 e 28 séao apresentadas as microscopias eletrbnicas de varredura
(MEV) do MIP e RAM-MIP-BSA nos aumentos de 25.00Kx. Ao observa-las podemos
concluir que a recobertura com BSA gera um aumento de tamanho no polimero. Ja
na FIG. 29 podemos observar a porosidade, caracteristica essa de grande importancia
em processos de adsorcao facilitando a transferéncia massa. Outro ponto que deve

ser destacado é o formato arredondado e homogéneo das particulas.
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1050 EHT=15.9@ kV WD= 9 mm Mag= 25.8@ K X Detector= SE1
2e0nn M Photo No.=15 28-Apr-2012

Figura 27 - Micrografia do RAM-MIP 25.00Kx, com tamanho estimado da particula de 66 nm.
Fonte: do autor.

1050 EHT=15.9@ kV WD= 1@ mm  Mag= 25.8@ K X Detector= SE1
2e@8nn  H Photo No.=26 28-Apr-2812

Figura 28 - Micrografia do RAM-MIP-BSA 25.00Kx, com tamanho estimado de particula de 333 nm.
Fonte: do autor.
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[gsc EHIZ15.@0 KU WD- 9 mn  Mag- 50.60 K X Detector= SE1
zeenn || Photo No.=23 28-Apr-26e12

Figura 29 - Micrografia do RAM-MIP-BSA 50.00Kx, com tamanho estimado de particula de 333 nm.
Fonte: do autor.

5.2.2. Estudos de adsor¢ao

Inicialmente dois importantes parametros foram levados em consideracao: o pH
de adsorcéo e o tempo de agitacdo. O pH 7,4 foi usado devido a testes ja descritos
na literatura para MIP de clorpromazina (FIGUEIREDO; ARRUDA, 2010). Com relacdo
ao tempo, pode-se verificar, pela FIG. 30, que a partir de 45 minutos o equilibrio entre
as fracdes foi estabelecido. Assim sendo, o tempo de 60 minutos foi adotado como
ideal.
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Figura 30 - Influéncia do tempo na adsor¢éo de clorpromazina no RAM-MIP-BSA (n=3).
Fonte: do autor.

Na FIG. 31, é apresentado o perfil de adsor¢do da clorpromazina pelo RAM-
MIP-BSA e RAM-NIP-BSA a medida que a concentracdo de clorpromazina foi

aumentada.
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Figura 31 - Isoterma de adsorcdo da clorpromazina no RAM-MIP-BSA e RAM-NIP-BSA (n=3).
Fonte: do autor.

A capacidade maxima de adsorcao foi determinada pelo emprego da forma
linearizada de Freundlich e de Langmuir.

A linearizacdo de Freundlich é dada por: log(Qe) e log(Ce), onde Qe=Kr.Cel/n

e Kr é a constante de Freundlich, Ce é a concentracédo de equilibrio (mg L?) de
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clorpromazina. Os dados experimentais aplicados a isoterma de Freundlich sdo
apresentados na FIG. 32.

2:5

y =0,5671x + 0,7285
R? = 0,8465

1,5

Log de Qe

RAM-MIP-BSA

0,5

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Log de Ce

Figura 32 - Isoterma linearizada de Freundlich para adsor¢céo de clorpromazina no RAM-MIP-BSA
(n=3).
Fonte: do autor.

O modelo de Freundlich considera uma adsor¢do ndo ideal em superficies
heterogéneas, bem como a possibilidade de uma adsorcdo em multicamada. A
equacdao de Freundlich sugere que a energia de adsorcao decresce logaritmamente,
a medida que a superficie vai se tornando coberta pelo analito (ANTONIO; ILHA;
SUARE-ILHA, 2004; AROGUZ, 2006; HASANY; SEED; AHMED, 2001).

A linearizacdo de Langmuir € a dada por: Ce/Qe = Ce/M + 1/(KM), onde Qe é
a quantidade adsorvida de clorpromazina (mg g?), Ce é a concentracéo de equilibrio
(mg L) de clorpromazinae M e K sdo, respectivamente, a capacidade maxima de
adsorcao de clorpromazina e a constante de adsorcao. Este modelo foi originalmente
desenvolvido para representar a adsorgao quimica sobre 0s sitios ativos presentes na
superficie do adsorvente. De acordo com esse modelo, os sitios de adsorgdo possuem
a mesma energia independente da superficie coberta, ou seja, sdo energeticamente
homogéneos. A adsorcdo maxima ocorre quando a superficie de adsorcao € coberta
com uma monocamada de adsorbato (ANTONIO; ILHA; SUARE-ILHA, 2004;
AROGUZ, 2006; HASANY; SEED; AHMED, 2001). A FIG. 33 apresenta a linearizacéo
da isoterma de Langmuir para o0 RAM-MIP-BSA.
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R?=0,9757

4 RAM-MIP-BSA
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Ce Concentragao de equilibrio mg/L-1

Figura 33 - Isoterma linearizada de Langmuir para a adsorcao de clorpromazina no RAM-MIP-BSA
(n=3)
Fonte: do autor.

Observando as FIG. 32 e 33, vemos que os dados se ajustam melhor ao modelo
de Langmuir (r?=0,9757). Dessa forma a capacidade maxima adsortiva do RAM-MIP-
BSA frente & clorpromazina, calculada como o inverso do coeficiente angular da
isoterma de Langmuir, foi de 75 mg g*. Vale ainda destacar a grande diferenca entre
as capacidades maximas adsortivas do RAM-MIP-BSA e RAM-NIP-BSA, 75 e 20 mg
g* respectivamente, calculados com base nas FIG. 33 e 34. Essa diferenca pode
explicar a existéncia de sitios seletivos de reconhecimento no material
molecularmente impresso.

16

y=0,0491x +0,1213
R? = 0,9963

14

12

10

Qe/Ce
(o]

RAM-NIP-BSA

0 50 100 150 200 250 300 350
Ce Concentragao de equilibrio mg/L-

Figura 34 - Isoterma linearizada de Langmuir na adsorcéo de clorpromazina no RAM-NIP-BSA (n=3).
Fonte: do autor.
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5.3. Otimizacgéao do sistema bidimensional
ApOs os testes de caracterizacdo, o RAM-MIP-BSA foi empacotado em pre-

coluna de HPLC de 1 cm e empregado em um sistema bidimensional (como descrito
na secado 4.7) para a andlise direta de clorpromazina em injecao direta de amostra de
plasma humano. O estudo foi conduzido empregando-se um padrao de clorpromazina
de 300 pg L* preparado em uma solucdo aquosa de albumina 44 mg mL* (mesma
concentracéo de albumina encontrada em plasma humano).

Inicialmente estudou-se a composicado da fase movel em termos da proporgao
e natureza do solvente. Partiu-se entdo de uma fase movel composta por
metanol:tampéo acetato de sédio 0,2 mol L pH 4,1 na proporcéo de 80:20 (v/v). No
entanto, pdde-se perceber que o pico de clorpromazina ficava muito préximo do sinal
gerado pela troca de fase no sistema bidimensional (pico de injecédo), dessa forma,
houve a necessidade de aumentar a polaridade da fase mével por meio do aumento
da proporcéo de tampéao acetato. As proporcoes estudadas foram 60:40 e 45:55 (v/v)
metanol:tampéo acetato de sédio 0,2 mol L* pH 4,1. O melhor resultado foi obtido
empregando-se a proporcdo 45:55 (v/v) como pode ser observado pelo

cromatogramas da FIG. 35.

1000+

500 H

mUA

Tempo de retencao(min)

Figura 35: Cromatogramas obtidos pela injeco direta de um padrdo de clorpromazina em plasma
total no sistema bidimensional, empregando 45:55 (v/v) metanol:tamp&o acetato de sédio
0,2 mol L1 pH 4,1 como fase mével.

Fonte: do autor.

No entanto, verificou-se um aumento significativo na pressao interna do sistema
(>250 kgf), certamente em decorréncia do aumento da viscosidade da fase movel.
Sendo assim, optou-se por substituir o metanol por um solvente de polaridade

semelhante, porém com menor viscosidade. A acetonitrila foi entdo empregada, e
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resultou na diminuicdo significativa da pressao interna do sistema (de 250 para 100
kgf), sem alteracdes importantes no tempo de retencao do analito, como apresentado
na FIG. 36.
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-300
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Figura 36: Cromatograma obtido pela injecéo direta de um padréo de clorpromazina em plasma total
no sistema bidimensional, empregando 45:55 (v/v) acetonitrila:tampéo acetato de sodio
0,2 mol L1 pH 4,1 como fase mével.

Fonte: do autor.

Outro parametro investigado foi o0 tempo necessario para a eluicdo do analito
da coluna RAM-MIP-BSA. Esse teste foi feito com base no tempo em que a coluna
RAM-MIP-BSA era colocada no percurso analitico sequencialmente com a coluna
analitica. Os tempos investigados foram 30 e 60 s e, como pode ser observado na
FIG. 37, o pico de melhor perfil foi o obtido no tempo de 30 s. O aspecto disforme do
pico obtido com 60 s certamente é resultado do perfil exponencial da eluicdo da
clorpromazina da coluna RAM-MIP-BSA, resultando no aumento da largura do pico.
Sendo assim, o tempo de 30 s foi selecionado como condi¢éo de trabalho, mesmo
nao tendo havido uma completa eluicdo do analito da coluna RAM-MIP-BSA.
Ressalta-se, por sua vez, que essa perda em sensibilidade néo influenciou na
detectabilidade requerida para a andlise de clorpromazina em amostra de plasma
humano na faixa de concentracdo terapeuticamente preconizada. Além disso, €&
importante destacar que nao foi constatado nenhum efeito de memoria, uma vez que
a coluna RAM-MIP-BSA continuou a ser eluida no percurso de extragdo, apos os 30
s como visto no cromatograma do branco (FIG. 38) obtido imediatamente apo6s a

injecdo do padréao.
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Figura 37 - Cromatogramas obtidos pela injecéo direta de um padrédo de clorpromazina em plasma

total no sistema bidimensional, empregando 30(preto) e 60(vermelho) segundos de

eluicdo. Tempo de retencdo da clorpromazina igual a 12,4 min.
Fonte: do autor.
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Figura 38 - Cromatograma do Branco empregando 45:55 (v/v) acetonitrila:;tampé&o acetato de sddio
0,2 mol L1 pH 4,1 como fase mével.
Fonte: do autor.
A programacéo final otimizada de cada ciclo de analise (Figura 22), pode ser
observada na TAB. 5.

55
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Tabela 5 - Controle do software LC-Solution para o sistema bidimensional

otimizado.

Tempo (min) Mddulo HPLC Valor

0,01 Bomba A ImL min

0,01 Bomba B ImL/min

0,01 Controlador Valvula na posicao A (Figura
19)

5,00 Controlador Vélvula na posicéo B (Figura
19)

5,30 Controlador Vélvula na posicéo A (Figura
19)

20,00 Controlador Desligar

5.4. Validacao

A faixa terapéutica da clorpromazina (50 a 300 pg L*) foi usada como referéncia
para estipular os pontos a serem estudados na construcdo da curva analitica. O
intervalo estudado entre 30 e 350 pug L'* mostrou-se linear como pode se observar na
FIG. 39. O coeficiente de correlacao foi de 0,9907 com intercepto de -39,934 e
inclinacdo de 49,578. Cinco diferentes amostras de plasma de individuos que nao
utilizam medicamentos foram avaliadas quanto a presenca de interferentes e nenhum
composto eluiu no tempo determinado de corrida e nem mesmo nas corridas
subsequentes. A maior concentracdo que apresentou repetitibilidade foi 350 ug L, e
o limite de quantificacéo foi de 30 ug L* (FIG. 40). As concentracdes de 30, 200 e 300
ug Lt foram empregadas para a determinacéo da recuperacéo absoluta, precisdo e
exatidao intra e inter-ensaio.

Os resultados de recuperacéo foram de 81, 80 e 80% para os padrdes de 30,
200 e 300 pg L1, respectivamente.

A TAB. 6 apresenta os resultados de precisdo e exatidao, calculados
respectivamente como DPR e E. Como pode ser observado, 0 método mostrou-se
preciso e exato de acordo com as recomendacdes do FDA (DPR < 15% e -15%
<E<15%, para todos os padrdes analisados.
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Figura 39 - Curva de calibragao para analise de linearidade com os pontos 30, 50, 100, 150, 200, 250,
300 e 350 g L1
Fonte: do autor.
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Figura 40 - Cromatograma obtido pela injecdo direta de um padrao de clorpromazina na concentracao
de 30 ug L1 (LiQ) em plasma humano no sistema bidimensional, empregando 45:55 (v/v)
acetonitrila:tampdo acetato de sédio 0,2 mol L1 pH 4,1 como fase mével.

Fonte: do autor.
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Tabela 6 - Precisao e exatiddo intra e inter-dias e seus respectivos resultados
Clorpromazina

Concentracéo 30 200 300
Nominal/ pg L*
Intra-dias Concentracéo 28,92 212,01 286,58
(n=5) Analisada/ pg L
DPR*/% 1,38 0,11 0,16
E**/% -3,59 6,00 -4,47
Concentragao 30 200 300
Nominal/ pg L
Inter-dias Concentracéo 28,38 200,99 286,48
(n=5) Analisada/ pg L
DPR*/% 2,68 4,86 0,12
E**/% -5,37 0,49 -4,5

*Desvio padréo relativo dado em %, **Erro relativo dado em %.

A pré-coluna utilizada durante o processo de validacdo suportou mais de 90
injecdes, mostrando a robustez do RAM-MIP-BSA.
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6. CONCLUSAO
Neste trabalho foram investigadas algumas metodologias de sintese de

polimeros de impressdo molecular restrito a ligacdo com macromoléculas, e um
polimero inédito denominado RAM-MIP-BSA foi proposto. Os resultados obtidos
durante as analises, mostraram que o RAM-MIP-BSA apresenta uma boa capacidade
de pré-concentracédo seletiva da molécula modelo, bem como uma notavel capacidade
de eliminacdo de macromoléculas. Nao ha relatos na literatura sobre a utilizacdo dos
reagentes empregados numa mesma sintese como proposto neste trabalho. O RAM-
MIP-BSA também apresentou adsorcdo compativel com o modelo de Langmuir,
comprovando que a interacdo adsorvente-adsorbato normalmente ocorre em
monocamadas por meio de interagdes quimicas especificas ou seletivas.

Ao validar o método, péde-se observar que o RAM-MIP-BSA utilizado em
HPLC-bidimensional foi eficiente para a extracao direta de clorpromazina em amostra
de plasma humano. Outras vantagens também se destacam como o baixo custo, a

alta vida util e a alta capacidade adsortiva.
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