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O FACIL, O DIFICIL E O IMPOSSIVEL

O que chamamos de facil nada mais € do que aquilo que ja conhecemos muito
bem. E por que conhecemos bem? Porque ja convivemos com aquilo diariamente

Mas, se pensarmos bem, veremos que uma determinada coisa se tornou facil
depois de muito tempo de convivéncia com ela. Descobrimos, entéo, que facil é
aquilo que ja fizemos repetidas vezes.

Otimo! Eu acabo de descobrir uma coisa muito importante: se facil & aquilo que ja
repetimos varias vezes, daqui pra frente eu posso entao transformar as coisas
dificeis e impossiveis. Como? Comecando desde ja a conviver com a
possibilidade de alcanca-las; comecando desde ja a pratica-las; comecando desde
ja, e em pequenas doses, a fazer com que o impossivel torne-se dificil. Mais
adiante, fazendo o dificil tornar-se facil...

Sabemos que ver as coisas dessa maneira nao é facil... é até um pouco dificil,
mas também impossivel ja ndo é mais, a partir do momento em que ja
descobrimos, pelo menos, qual € o caminho a seguir.

Se a vida vai ser algo facil, dificil ou impossivel, isso vai depender de nés
mesmos. Aquilo que nem sequer tentamos sera sempre impossivel. Aquilo que

comegamos a tentar agora € dificil. E aquilo que ja fazemos ha muito tempo
tornou-se algo facil.

Autor Desconhecido
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RESUMO

Titulo:“Polimeros de Impressdo Molecular para Extragdo Seletiva de Farmacos

em Matrizes Biol6gicas e Determinagéao por LC-MS/MS e MS/MS”

Autora: Raquel Maria Trindade Fernandes
Orientador: Prof. Dr. Marcos Nogueira Eberlin

Palavras-chave: Polimeros de impressdo molecular, omeprazol, cocaina,

matrizes bioldgicas e espectrometria de massas.

O presente trabalho descreve a utilizacdo de polimeros de impressao
molecular (MIP) no preparo de amostra para a extracado seletiva de farmacos em
matrizes biolégicas com determinacao por LC-MS/MS e MS/MS.

Inicialmente foi sintetizado e caracterizado um MIP seletivo a omeprazol,
sendo 0 mesmo empregado na extracdo com fase soélida molecularmente
impressa (MISPE) de omeprazol em amostras de plasma humano, seguido de
determinacao por LC-MS/MS. A metodologia foi validada por meio do estudo dos
parametros: precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatidao
(recuperacao), curva analitica, intervalo de linearidade, limite de detec¢do — LD e
limite de quantificagcdo — LQ, e seletividade. O limite de quantificagdo obtido foi de
5ngmL".

Posteriormente, foi sintetizado e caracterizado um MIP seletivo a cocaina,
sendo este empregado na extracdo em fase solida molecularmente impressa
(MISPE) online de cocaina em amostras de urina de usuarios de drogas, seguido
da quantificagdo por MS/MS. O limite de quantificacéo obtido foi de 10 ng mL™". A
seletividade do método foi avaliada pelo estudo de adsorcdo de metabdlitos
(benzoilecgonina e cocaetileno) e interferente (lidocaina) pelo polimero sintetizado
e posterior determinagéo por MS/MS.
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ABSTRACT

Title: “Molecularly Imprinted Polymer for Selective Extraction of Drugs in Biological
Matrices by LC-MS/MS and MS/MS”

Author: Raquel Maria Trindade Fernandes
Adviser: Prof. Dr. Marcos Nogueira Eberlin

Keywords: Molecularly imprinted polymer, omeprazole, cocaine, biological
matrices and mass spectrometry.

The present work describes the applications of molecularly imprinted
polymers (MIP) in sample preparation for the selective extraction of drugs in
biological matrices by LC-MS/MS and MS/MS.

Initially a MIP selective for omeprazolewas synthesized and characterized.
It was used in molecularly imprinted solid phase extraction (MISPE) of omeprazole
from human plasma samples, followed by LC-MS/MS determination. The
methodology was validated by studying the parameters: precision (repeatability
and intermediate precision), accuracy (recovery), calibration curve, linear range,
detection limit - LOD and quantification limit - LOQ, and selectivity. The

quantification limit was 5 ng ml™.

Subsequentlya MIP selective for cocaine was synthesized and
characterizedwhich was used in online molecularly imprinted solid phase
extraction (MISPE) for cocaine in urine samples of drug users, followed by
quantification by MS / MS. The quantification limit was 10 ng mL™". The selectivity
of the method was evaluated by studying the adsorption of metabolites
(benzoylecgonine and cocaethylene) and an interferent (lidocaine) by the
synthesized polymer with subsequent determination by MS / MS.
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1.1 Introducao

Uma questdo crucial na quimica analitica é a seletividade, sobretudo
quando o analito de interesse encontra-se em baixa concentragdo ou na presenca
de matrizes complexas. Por isso, o desenvolvimento de métodos analiticos mais
sensiveis e seletivos é de fundamental importancia. Dentre as técnicas analiticas
amplamente empregadas para andlise de substdncias quimicas nos mais
diferentes ambientes, como nas induUstrias alimenticia, farmacéutica,
biotecnolédgica, no meio ambiente, e no diagnéstico de doencas, pode-se destacar
a Cromatografia acoplada a Espectrometria de Massas. Porém em varias
situacoes rotineiras, € necessaria a introducdo de uma etapa pré-cromatografica
na metodologia analitica, com o objetivo de eliminar interferentes que podem
comprometer o sistema cromatografico. Essa etapa é conhecida como Preparo de
Amostras, e emprega diferentes procedimentos a fim de converter uma amostra

bruta representativa em uma forma apropriada para a analise quimica.

O preparo de amostras ideal deve ser rapido e conveniente, apresentando
perdas minimas dos analitos e baixo custo de andlise. E a etapa mais critica
envolvida na analise de misturas presentes em matrizes complexas, uma vez que
€ a etapa que mais consome tempo e onde é a possivel fonte de imprecisao e
inexatidao (MAJORS, 1996).

Um dos métodos rotineiros mais utilizados no preparo de amostras é a
extracdo por intermédio de solventes (extragdo liquido-liquido, LLE, do inglés
Liquid-Liquid Extraction). Esta se baseia na solubilidade dos analitos presentes na
amostra em dois solventes, idealmente imisciveis (WANG et al., 2005). A LLE
requer solventes organicos, € de dificil automagéo, possui baixa seletividade e
existe a necessidade de solventes ultrapuros para a andlise (HUCK & BONN,
2000). Uma possivel alternativa para minimizar esses problemas tem sido a
utilizacdo da Extracdo em Fase Sodlida (SPE, do inglés Solid-Phase Extraction).

Comparado com a LLE, a SPE pode reduzir o tempo de extracdo, bem como o



consumo de solventes. Consequentemente, a SPE é uma das técnicas de preparo
de amostras que tem sido muito utilizada atualmente (HENNION, 1999).

Os Polimeros de Impressao Molecular (MIP, do inglés Molecularly Imprinted
Polymers) tém se destacado como materiais promissores para aplicagdo em
extracdo em fase sélida (SPE). Eles sao obtidos através da preparacdo de
polimeros com sitios de reconhecimento sintéticos e tém uma seletividade pré-
determinada para um ou mais analitos, o que se deve ao arranjo de monémeros
funcionais polimerizaveis ao redor da molécula molde (HAUPT, 2001; XU et al.,
2004; MASQUE et al., 2001). Com base no exposto, a seguir sdo descritas as
estratégias que tém sido empregadas para o uso e desenvolvimento desses

polimeros com impressao molecular.

I.2Polimeros de Impressao Molecular

O reconhecimento especifico molecular é um requisito fundamental dos
sistemas vivos. Assim, ndao é surpreendente que os cientistas ao longo dos anos
tenham investido grandes somas de tempo e esforco na tentativa de mimetizar
funcbes biolégicas responsaveis pela seletividade inerente as interagbes enzima-

substrato, antigeno-anticorpo e farmaco-receptor.

O conceito de impressao molecular para formagao de anticorpos, processo
no qual um antigeno era usado como molécula molde para dar forma a cadeia
polipeptidica de anticorpos, surgiu a partir da teoria de Pauling(PAULING, 1940).
Desta concepcao, idealizou-se produzir uma estrutura rigida tridimensional (um
polimero) ao redor de uma molécula molde que pudesse atuar de forma similar ao
anticorpo, ou seja, que pudesse efetuar seletivamente o reconhecimento

molecular.

Cronologicamente, o primeiro resultado positivo no uso de polimeros
impressos, foi obtido em 1971, por Guinter Wulff e seu estudante Ali Sarhan, o qual
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descrevia a sintese de um polimero enantioseletivo para o acido glicérico, onde as
interacbes entre a molécula e os mondébmeros funcionais eram de natureza
covalente. A principal caracteristica desses polimeros era sua alta seletividade,
como consequéncia da boa interacédo entre os mondmeros funcionais e a molécula
molde. Contudo, cabe ressaltar que o processo de retirada da molécula molde do
sitio de ligagdo mostrou-se dificil, sendo necessario, em alguns casos, 0 emprego
de condi¢cdes drasticas de hidrolise. Este trabalho foi apresentado no anual
“Freiburger Makromolekulares Kolloquium” (1972), um encontro para cientistas
académicos e industriais de polimeros(WULFF & SARHAN, 1972). Os resultados
deste trabalho provocaram varias discussées, dividindo a plateia em dois grupos,
0S que gostaram da ideia e 0s que nao acreditaram nos resultados obtidos (YAN &
RAMSTROM, 2005).

Em 1972, Wulff escreveu sua primeira patente sobre impressao, embora
esta ndo tenha sido publicada antes de 1974. Este material esbogou muitos
conceitos do método de impressdo molecular, incluindo polimerizagédo de radicais
livres, condensacao e adi¢do para dar forma a poliuretanos. Apresentava também,
exemplos usando interagbes covalentes e ndo covalentes(YAN & RAMSTROM,
2005).0 primeiro artigo académico sobre a sintese de polimeros impressos foi
publicado por Wulff et al. (1973), onde o proprio autor o considera como a
publicacdo mais importante do seu grupo, desde que expbs o principio que
sustenta o conceito de impressdo molecular(YAN & RAMSTROM, 2005).

Na década de 1980, Arshady e Mosbach (1981) reportaram o primeiro
artigo sobre um MIP que interagia com a molécula molde por meio de ligacées nao
covalentes, permitindo que o processo de desligamento fosse suscetivel a fatores
como modificacdo de pH, forca idnica, solvente, dentre outros. Por fim, Whitcombe
et al. (1995) propuseram um novo MIP, onde a molécula molde e o monédmero
funcional interagiam por ligacdes covalentes no momento da sintese e, por
ligagcdes nao covalentes no momento de re-ligagdo (outras ligacdes da molécula
molde com o sitio do MIP). Ap6s a sintese, era necessaria uma hidrélise para
retirada da molécula molde do sitio do MIP, permanecendo, nesse local, grupos



ligantes capazes de interagir ndo covalentemente com a molécula molde de
futuras interacées. Dessa forma, foi possivel associar vantagens inerentes as

metodologias de sintese covalente e ndo covalente.

A partir dai, observou-se um aumento exponencial do numero de trabalhos
utilizando os MIP na etapa de preparo de amostras, como a extracdo em fase
sblida (SPE)(KAABI & PICHON, 2007) e microextracdo em fase sdélida
(SPME)(DJOZAN & BAHERI, 2007);em técnicas de separagao, atuando com
material de preenchimento de superficies e colunas cromatograficas(PUOCI et al.,
2008; OGISO et al., 2006; SCHMID et al., 2007; SAITO et al., 2006). Sao também
empregados em outros campos de pesquisa, tais como: eletroanalitica (KAMEL et
al., 2008) e desenvolvimento de biossensores (GAO et al., 2007).

1.2.1 Estratégias de Sintese dos Polimeros de Impressao Molecular

O processo geral de sintese de um MIP consiste na interacdo de uma
molécula utilizada como molde com as moléculas de monémeros funcionais por
meio de ligagbes covalentes e/ou nao covalentes e posterior adicdo ao meio de
um reagente de ligacdo cruzada, a fim de formar uma matriz polimérica rigida. A

reacao de polimerizacdo € iniciada apds a adicao de um iniciador radicalar.

Apoés a polimerizacdo, a molécula molde € removida da matriz polimérica
por dissolugcao ou evaporacao (quando sdo analitos volateis), revelando sitios de
ligagdo (cavidades) que sdao complementares ao tamanho e forma do analito, as
quais sao capazes de reter seletivamente a molécula molde e/ou substancias com
estrutura semelhante a ele, presente numa amostra complexa (TARLEY et al,
2005; TURIEL & MARTIN-ESTEBAN, 2004; TAMAYO et al., 2005; TOTH et al.,
2007; DONG et al., 2007;YOSHIMATSU et al., 2007). Esse principio da impressao

molecular € mostrado na Figura I.1.
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Figura I.1 — Esquema representando o processo de sintese do MIP. Adaptado de
MAHONY et al., 2005.

Em todos os processos de impressdo molecular, inicialmente é feita a
avaliacdo da estrutura da molécula que serd utilizada como molde, pois na maioria
das vezes, este composto € o analito de interesse. Com base nesta avaliacao, é
direcionada a organizacdo dos grupos funcionais do molde que permitam a
interagdo com algum tipo de monémero funcional, a fim de formar uma espécie de
complexo estavel. No entanto, para uma variedade de reacdes, nem todos os
‘moldes” séo diretamente favoraveis ao modelamento. Em termos de
compatibilidade com a polimerizagcdo, os moldes devem preferencialmente ser
quimicamente inertes sob as condicbes de polimerizacdo. Assim, se 0 molde
apresentar reagdes radicalares ou reacdes instaveis sob as condicées da
polimerizacdo, estratégias de impressao alternativa devem ser pesquisadas. No



momento da escolha da molécula que servird de molde no preparo do polimero de
impressao, deve-se verificar: 1) se o molde possui algum grupo funcional
polimerizavel; 2) se 0 molde possui grupos funcionais que podem inibir ou retardar
potencialmente a reacdo de polimerizagdo e 3) se o molde € estavel a
temperaturas moderadamente elevadas (por exemplo, em torno de 60 °C, para o
caso de utilizar o reagente azo-bis-isobutironitrila - AIBN como iniciador quimico)
ou expostas a radiacao ultravioleta (UV)(CORMACK & ELORZA, 2004).

Os mondmeros funcionais sdo responsaveis pelas interacées das ligagdes
quimicas nos sitios impressos. E claramente importante combinar os grupos
funcionais do molde com os grupos funcionais do monémero em uma forma
complementar, a fim de favorecer a formagdo do complexo, como também a
impressao resultante (CORMACK & ELORZA, 2004). Assim sendo, moléculas-
molde que possuem grupos funcionais basicos interagem mais facilmente com

monémeros que contenham grupos acidos, e vice-versa (TARLEY et al., 2005).

As interacdes quimicas entre o molde e o0 monémero podem se dar por
meio de ligacdo covalente ou ndo covalente, por meio de ligagdo de hidrogénio,
interacao dipolo-dipolo, interacdo idnica, interacao hidrofébica ou por transferéncia
de carga (TARLEY et al., 2005; SPIVAK, 2005).

Polimeros preparados por ligacao covalente possuem sitios mais seletivos,
dada a uniformidade gerada pelos mesmos. Porém, quando esta estratégia é
adotada, a necessidade de mondomeros e analitos que estabelecam ligacoes
covalentes restringem a aplicabilidade dos MIP para poucos analitos.
Adicionalmente, estudos tém mostrado que tais polimeros apresentam uma
cinética lenta de retencdo dos analitos na cavidade do polimero (AL-KINDY et al.,
2000).

Em contrapartida, polimeros preparados a partir de ligagbes
naocovalentesfreqlientemente apresentam diametro de particulas e sitios seletivos

menos uniformes. Porém, apesar destas desvantagens, esta abordagem de



preparo € mais utilizada, dada a maior flexibilidade de aplicagdo dos MIP para
diferentes analitos e a facilidade de eluicao (ANDERSSON et al., 1984).

Como descrito anteriormente, as interagfes s&o responsaveis pela
formagédo do complexo molde-monémero funcional durante a sintese do MIP. Este
complexo obedece ao principio de Le Chatelier. Assim, quantidades superiores do
mondémero em relagdo ao analito (geralmente 4:1), devem ser empregadas com
intuito de deslocar o equilibrio, a fim de formar uma maior quantidade de sitios
especificos de reconhecimento (TARLEY et al, 2005; CORMACK & ELORZA,
2004; SPIVAK, 2005). Quando dois ou mais mondémeros funcionais sao utilizados
simultaneamente no processo de polimerizacao, € importante verificar a razdo da
reatividade dos mondémeros, a fim de assegurar que a copolimerizacao seja
realizada, pois a complexacao do molde pelo monémero funcional pode influenciar
na reatividade do co-monémero, devido ao resultado de perturbacdes eletronicas
e/ou estéricas do monémero (CORMACK & ELORZA, 2004).

Existem varios mondémeros funcionais com estruturas quimicas e
polaridades diversas disponiveis comercialmente e muitos outros podem ser
sintetizados. A Tabela 1.1 apresenta as estruturas quimicas de uma selecédo dos

mais importantes mondémeros funcionais.

Em um polimero impresso, o reagente de ligacdo cruzada cumpre trés
fungcbes majoritarias: é importante no controle da morfologia da matriz polimérica,
a qual pode ser do tipo gel, p6 macroporoso ou microporoso; serve para estabilizar
o sitio de ligagdo impresso e fornece a estabilidade mecanica a matriz do
polimero. Muito foi escrito sobre a proporcdo dos reagentes de ligacdo cruzada
durante a sintese. Porém, o que se pode concluir, sob o ponto de vista da
polimerizacdo, é que razbes elevadas de reagente de ligagdo cruzada sao
geralmente preferidas para formacdo de materiais porosos (macroporosos), e
capazes de gerar materiais com estabilidade mecanica adequada (CORMACK &
ELORZA, 2004). Polimeros com razdes de reagente de ligacdo cruzada em
excesso de 80 % sao frequentemente normais (CORMACK & ELORZA, 2004 e
SPIVAK, 2005).



Tabela .1 — Estruturas de mondmeros funcionais utilizados no preparo de MIP, de
acordo com suas caracteristicas quimicas.

Acido Basico Neutro
Acido p-vinilbenzéico 4-Vinilpiridina Acrilamida
o — NH,
~O0< A A
Acido metacrilico (MAA) 2-Vinilpiridina Metacrilamida

> ) <

2-hidroxietilmetacrilato

Acido acrilico (AA) 4-Vinilimidazol
o N (2-HEMA)
P S L
O
/// OH /// \\ " “;>__<;
(0]
Acido Itaconico | Vinilimidazol Acido T-3-(3-piridina)-
o acrilico

o //EQ:N -
"o /7 N\) SN\
OH HO

Acido trifluorometilacrilico
(TFMAA)

OH

Alilamina

NH»>
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Um grande numero de reagentes de ligacdo cruzada € compativel com
impressao molecular. Alguns sao capazes de complexar simultaneamente com o
molde e, assim, atuar como monémeros funcionais. As estruturas quimicas de
alguns reagentes de ligacdo cruzada bem conhecidos sdo apresentadas na
Figura 1.2.

)\H/O\/\O)H/ — >—// )\H/O\/\/\OJ\(
7/
(a) (b) (c)

ﬁub T

(d) (e) (f)

0]

P . J\( H\/H .
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Y |
OL g oo

() () (m)

Figura 1.2 — Estruturas quimicas de reagentes de ligagdo cruzada utilizados na
impressdao molecular. (a) etileno glicol dimetacrilato (EGDMA); (b) p-
divinilbenzeno; (c) tetrametileno dimetacrilato (TDMA); (d) N,O,bisacriloil-L-
fenilalaninol; (e) 1,3 diisopropenil benzeno (DIP); (f) 2,6 bisacriloilamidopiridina; (g)
1,4 fenileno diacrilamina; (h) anidroeritrotol dimetacrilato; (i) N,N’ metileno
bisacrilamida; (j) 1,4 diacrilol; (I) trimetilpropano trimetacrilato (TRIM) e (m)
isopropilenebis (1,4-fenileno) dimetacrilato.
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Contudo, cabe destacar que o etileno glicol dimetacrilato tem sido o
reagente de ligacao cruzada mais largamente empregado, devido a formagéo de
polimeros térmica e mecanicamente estdveis e com rdpida transferéncia de

massa.

O solvente é outro parametro importante na sintese de MIP, sendo que sua
funcdo € deixar soluvel todos os componentes da polimerizagdo, isto €, molde,
mondmero funcional, reagente de ligacado cruzada e iniciador. No entanto, ele nao
deve interferir na interagdo molde-monémero, uma vez que tal interferéncia pode
conduzir a formacgéao de sitios de ligacao pouco seletivos e de pequeno numero.
Além desta fungéo, o solvente também é responsavel pela criagdo dos poros nos
polimeros macroporosos. Por este motivo, é completamente comum referir-se ao
solvente como porogénico. Quando polimeros macroporosos estdo sendo
preparados, a natureza e quantidade do porogénico podem ser utilizados para
controlar a morfologia e o volume total do poro. Especificando, se € utilizado um
solvente termodinamicamente favoravel, a tendéncia é produzir polimeros com
estrutura de poro bem desenvolvida e com alta area superficial especifica; ao
contrario, utilizando um solvente desfavoravel termodinamicamente, um polimero
pouco poroso e com pequena area superficial especifica é obtido, os quais
apresentam baixa capacidade de reconhecimento molecular, devido basicamente
a lenta difusdao dos analitos em direcdo aos sitios seletivos localizados nos
microporos. Conclui-se, portanto, que aumentando o volume de solvente
(porogénico), aumenta-se o volume dos poros (TARLEY et al., 2005; CORMACK &
ELORZA, 2004).

Além de seu duplo papel, como solvente e como um agente de formacéao de
poro, na polimerizacdo impressa ndo covalente, o solvente deve ser escolhido
com critério, para que ele possa maximizar a probabilidade da formacado do
complexo molde-monémero funcional. Assim, solventes apolares, apréticos, por
exemplo, tolueno e cloroférmio, séo preferidos como solventes pois néo interferem
nas interagcdes ocorridas por meio de forcas eletrostaticas e por ligagcdo de
hidrogénio. Entretanto, se forcas hidrofébicas estdo sendo utilizadas para a
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formacdo do complexo, metanol e agua podem ser os solventes de escolha
(TARLEY et al., 2005; CORMACK & ELORZA, 2004).

A reacdo de polimerizacdo do reagente de ligacdo cruzada em torno do
complexo molde-mon6émero funcional deve ocorrer na presenca de um iniciador
radicalar, o qual sofre uma quebra homolitica em sua estrutura, desencadeada por
estimulos fisicos como temperatura e/ouradiacao UV, a fim de gerar radicais que
iniciem o mecanismo da reacao de polimerizagdo. A escolha do iniciador deve ser
ditada pelas propriedades fisico-quimicas do molde. Por exemplo, se um molde for
fotoquimicamente ou termoquimicamente instavel, logo, iniciadores que podem
reagir fotoquimicamente e termoquimicamente, respectivamente, ndo devem ser
selecionados. Se a interagdo ocorrer por ligagdo de hidrogénio, a polimerizacao
deve ser feita em baixas temperaturas, e nestas circunstancias, os iniciadores
ativos fotoquimicamente sdo mais indicados(TARLEY et al., 2005; CORMACK &
ELORZA, 2004). O 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN) é o mais empregado na
sintese dos MIP, porém outros também podem ser utilizados (Figura 1.3).

OMe o
CN CHs CHs
/ CN CHa
— k | |
CHs3 N=—=7=N CHs3 | N=N | e
»——CHs
CH3 CN

CH3 CN H3C

(@) (b) (c)

(o]
©_< >_\ I I
D B e Y
I CH3 CN

(d) (e)

OH

Figura 1.3 — Estruturas moleculares de iniciadores radicalares empregados na
sintese de MIP. (a) 2,2’-azo-bis-isso-butironitrila (AIBN); (b) azo-bis-
dimetilvaleronitrila (ABDV); (c) dimetilacetal de benzila; (d) peréxido de benzoila
(BPO) e (e) acido 4,4’-azo-bis (4-ciano pentaendico).
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Cronologicamente, o primeiro método de polimerizagcdo empregado para
sintetizar polimeros de impressdo molecular, foi baseado na polimerizacdo em
solucao “bulk® (PAULING, 1940). Este é considerado o método universal de
preparo dos MIP, basicamente devido a sua simplicidade (TARLEY et al., 2005;
TURIEL & MARTIN-ESTEBAN, 2004; PEREZ-MORAL & MAYES, 2004). A reacio
€ realizada em sistemas homogéneos, utilizando exclusivamente, solventes
organicos e consiste na mistura de todos os componentes (molde, monémero
funcional, solvente, reagente de ligacdo cruzada e iniciador) e posterior
polimerizacao dos mesmos (elevado tempo reacional — ca de 20 h). O resultado é
um bloco polimérico (mondlito), o qual deve ser triturado, moido e peneirado para
a obtencéao de particulas de forma e porosidade irregulares e o tamanho, variando
de 20 a 150 um. Este processo além de demorado implica numa consideravel
perda de material (uma estimativa de 70 %) durante o processo de moagem, uma
vez que alguns sitios especificos formados sdo parcialmente destruidos,
diminuindo assim, a capacidade seletiva de retencédo do polimero(TARLEY et al.,
2005; PEREZ-MORAL & MAYES, 2004; YILMAZ et al., 2002). Outra desvantagem
€ a producao de areas heterogéneas na matriz polimérica, resultante da falta de
controle durante o processo de polimerizacao, em particular, quando a iniciagéo
radicalar por UV é utilizada (PEREZ-MORAL & MAYES, 2004).

Desta forma, os MIP obtidos pelo método de polimerizacdo em “bulk’ sao
mais indicados para técnicas de extragdo como a SPE (QIAO et al., 2006), ao
passo que seu uso € desfavoravel como fase estacionaria em HPLC, pois a
heterogeneidade das particulas reduz a eficiéncia cromatogréafica, além de se
observar em alguns casos, elevadas contrapressdes e baixa transferéncia cinética
de massa(TARLEY et al., 2005; TURIEL & MARTIN-ESTEBAN, 2004 e YILMAZ et
al., 2002).

Diante destas consideracdes, novas concepcdes de preparo de MIP séo
relatadas na literatura, com intuito de produzir particulas com tamanhos uniformes.
Ao contrario do método de polimerizagao em “bulk’, cuja sintese é realizada num

sistema homogéneo, a maioria dos novos métodos de preparo contemplam
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reagcoes em sistemas heterogéneos. Entre eles podemos citar a polimerizagao por
suspensdao (MAYES & MOSBACH, 1996), por expansdo em multietapas
(HOSOYA et al., 1994), por precipitacao (YE et al., 1999) e por sol-gel (DICKEY,
1955).

Além destes, existem os métodos de preparo que apresentam reagdes de
polimerizacao sobre uma superficie de suporte sélido (YILMAZ et al., 2000) e
reacdes de polimerizagdo dentro dos poros de sélidos (YILMAZ et al., 2002). Estes

métodos de preparo de MIP sdo conhecidos por polimerizacdo em suporte.

1.2.2 Aplicacoes

A extracao em fase sélida (SPE) é uma técnica amplamente empregada na
extracdo e concentracdo de analitos quando os mesmos estdo presentes em
baixos niveis de concentragdo, na remogao de compostos interferentes em
matrizes complexas e na mudang¢a do meio de solubilizagdo de um analito antes
de sua analise cromatografica.Sendo assim, a SPE é considerada a técnica mais
importante para a preparacao de amostras (CARO et al., 2006). Porém, sorventes
tipicos de extragdo em fase sélida possuem, em algumas situagdes, baixa
seletividade e isto pode se tornar um grande empecilhno quando uma extragéo
seletiva precisa ser realizada em uma matriz complexa. No entanto, esta
dificuldade pode ser contornada através da utilizagdo dos MIP como fases
estacionarias para SPE mais seletivas (LAl et al., 2004; YANG et al., 2006; ZHU et
al., 2005; PRADA et al., 2005; MASQUEet al., 2000; CARO et al., 2005).Este
processo recebe o nome de MISPE (do inglés, Molecularly Imprinted Solid-Phase

Extraction).

A técnica de MISPE consiste, basicamente, em 3 etapas que devem ser
otimizadas para que sejam conseguidos resultados maximos de seletividade no

processo de reconhecimento molecular. O primeiro passo consiste na otimizacao
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das condicbes de condicionamento e carregamento do cartucho de SPE
empacotado com o MIP. Neste estudo deve-se verificar qual € o solvente mais
adequado para ativar as cavidades do polimero de modo que as interacdes com a
molécula de interesse sejam maximizadas (PEREZ-MORAL & MAYES, 2004).
Além disso, deve ser feita a escolha do solvente no qual as amostras serdo
percoladas através do cartucho. Este solvente, preferencialmente, nao deve
interferir nas interagdes formadas entre o polimero e a molécula alvo afim de que
a retencao deste analito seja a melhor possivel. A segunda etapa consiste na
otimizac&do do solvente utilizado na lavagem do cartucho. Devem ser otimizadas
condi¢cées como pH, natureza e volume de solvente necessério para que seja feita
a eluicdo dos compostos interferentes mantendo a molécula de interesse retida
nas cavidades seletivas do polimero (TARLEY et al., 2005; CARO et al., 2006).

A Ultima etapa a ser otimizada é a eluicdo da molécula de interesse dos
sitios seletivos de ligagcdo do MIP. Neste caso devem ser determinadas condi¢des
como pH, o tipo de solvente bem como o volume do mesmo para que sejam
rompidas as interacoes especificas formadas entre o analito e o material. Por fim,
o analito concentrado pode ser quantificado através de um sistema de deteccéao

adequado.

A capacidade de reconhecimento molecular do MIP deve ser avaliada em
relacdo a um material ndo seletivo ou polimero nao impresso, que é chamado de
NIP (do inglés, Non Imprinted Polymer). Este material € sintetizado da mesma
forma que o polimero impresso, exceto pela adicdo da molécula molde ao meio
reacional. Desta forma, o NIP funciona como um polimero de controle uma vez
que ndo apresenta sitios especificos de ligacdo (YAN & RAMSTROM, 2005).
Assim, todas as condi¢des otimizadas devem ser aplicadas igualmente no MIP e
NIP para que seja feita a verificagcdo da seletividade do material (CARO et al.,
2006). Deste modo espera-se que a etapa de lavagem seja eficiente para a
remocao de todos os compostos retidos do NIP, mantendo somente a molécula de
interesse presa aos sitios de ligacdo do MIP.
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Alguns trabalhos foram desenvolvidos nos ultimos anos demonstrando a
utilidade da técnica de MISPE na extragdo de compostos em diferentes amostras:
biolégicas, tecidos, agua, solo e plantas.Contudo, a aplicacdo dos MIP nao se
resume apenas a sua utilizacdo em SPE. Sua aplicacdo tem sido explorada em
sensores, eletrocromatografia capilar, separagées enantioméricas, catalise,
cromatografia liquida e cromatografia em camada delgada (TAMAYO et al., 2005;
LAl et al., 2004; CARO et al., 2006; MASQUE et al., 2000).

No trabalho efetuado por Zamora et al. (2009), os autores descrevem a
extracao on-line dos fungicidas tiabendazol, carbendazim e benomil em amostras
de agua de torneira, 4gua de poco e agua de rio, seguida da separacao
cromatografica por HPLC. O polimero foi sintetizado empregando-se como
“template” o tiabendazol numa mistura de acetonitrila e tolueno numa proporgao
3:1 (v/v). O acido metacrilico e o divinilbenzeno foram utilizados como monémero
funcional e reagente de ligagdo cruzada, respectivamente. O material apresentou
uma alta seletividade e eficiéncias de extracdo satisfatérias, demonstrando seu
potencial no preparo de amostras. O método proposto diminuiu o tempo de anélise
de 6 a8 h paracercade 1 h.

Yang et al. (2006), descreveram a sintese de um polimero impresso com
cotinina (metabdlito principal da nicotina no corpo humano) utilizando &cido
metacrilico como monémero funcional e etileno glicol dimetacrilato como reagente
de ligacdo cruzada. O material foi aplicado na extragdo de cotinina em urina
humana de fumantes ativos e passivos. O MIP obtido apresentou uma boa
seletividade e alta recuperacao na extracdo de cotinina em urina. As recuperacoes

ficaram em torno de 85 %.

Song et al. (2008) sintetizaram e caracterizaram um polimero de impressao
molecular seletivo para eritromicina a partir do &acido metacrilico (monédmero
funcional) e etileno glicol dimetacrilato (reagente de ligagdo cruzada). A
seletividade do material obtido foi avaliada frente os macrolideos espiramicina e
roxitromicina e a quinolona enrofloxacina. Foi observado que o MIP apresentou

uma alta seletividade para as moléculas de eritromicina e roxitromicina
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(recuperacgdes de 89 e 88 %, respectivamente), um reconhecimento moderado da
molécula espiramicina (recuperacao de 63 %) e baixa seletividade para a molécula
de enrofloxacina (recuperacao de 24 %). Desta forma, o polimero impresso foi
aplicado na extracao de eritromicina em carne suina, apresentando recuperacoes

em torno de 85 %, com baixos desvios.

Outras aplicagbes bioldgicas, farmacéuticas e ambientais podem ser

encontradas na Tabela I.2.

Tabela 1.2 — Exemplos de aplicagdes biologicas, farmacéuticas e ambientais
utilizando MISPE.

Analito Amostra Referéncia
Fenitrotiona Tomate LEANDRO & RATH, 2009
Colesterol Queijos PUQOCI et al., 2008
Cafeina Urina e café THEODORIDIS et al., 2004
Ciprofloxacino Urina YAN & ROW, 2008

Propranolol Urina e plasma HU et al., 2009
Bromexina Urina e soro JAVANBAKHT et al., 2009
B-estradiol Leite QIUJIN et al., 2009
Clorotriazina Sedimento FERRER et al., 2000
2.4-dinitrofenol Agua LUO et al., 2008
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1.3 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas comegou a ser desenvolvida no inicio do
século XX, através do trabalho desenvolvido por JJ Thomson e seus
colaboradores, no Laboratério Cavendish, em Cambridge (LINDONet al., 2000).
Nos ultimos tempos, passou por grande avangos na area de instrumentacao e no
desenvolvimento de novas técnicas de ionizag¢ao, tornando-se uma das técnicas
instrumentais mais abrangentes da ciéncia. Desde pesquisas aplicadas até as
mais fundamentais, a espectrometria de massas tem exercido papel de grande
destaque nas diversas areas da quimica, biologia, ciéncias meédicas e

tecnoldgicas.

E uma técnica analitica que consiste na ionizagdo das moléculas de
interesse e separagdo dos ions de acordo com suas diferentes razdes
massa/carga m/z (SILVERSTEIN et al., 2005). A espectrometria de massas nao
analisa atomos neutros ou moléculas neutras e sim, espécies idnicas. Antes de
discriminar os ions é necessario primeiramente gera-los, utilizando um sistema de
ionizacdo ou fonte de ions. Os diferentes tipos de fonte de ionizacdo e
analisadores de massas sdo os que determinam a aplicabilidade da MS (HAM,
2008).

Em geral a andlise de um composto compreende cinco etapas: introducéao
da amostra; ionizacao das moléculas; passagem por um analisador de massas
que separa os ions formados de acordo com a razdo m/z; o detector que “conta”
os ions e transforma o sinal em corrente elétrica; e o processador que converte a
magnitude do sinal elétrico em fungao da razdo m/z em dados, proporcionando um

espectro de massas correspondente (SILVERSTEIN et al., 2005).

A Figura 1.4 apresenta um diagrama esquematico de um espectrémetro de
massas onde se pode observar que o analisador de massas e o sistema de
deteccdo sdao mantidos sob alto vacuo, o que ndo se aplica necessariamente aos
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sistemas de ionizagdo, pois alguns deles estdo a pressédo atmosférica, fato que

revolucionou a espectrometria de massas.

Espectrometro de Massas

pode ou n&o ter vacuo alto vacuo 10 — 10® mbar
Sistema
F

de |oni(:;te5° Analisador Detector
Insercio ¢

HPLC ESI Quadrupolo l

GC APCI TOF
Bomba com MALDI IT
seringa EASI ICR Processamento
El de Dados

Figura 1.4 — Diagrama esquematico de um espectrébmetro de massas.

Os sistemas de ionizacao determinam a versatilidade da MS, pois as fontes
de ions sdo responsaveis pelos tipos de analitos que podem ser determinados.
InUmeros métodos para gerar ions foram desenvolvidos ao longo da histéria da
MS, desse modo ha métodos de ionizagdo aplicaveis praticamente a todos os
tipos de analitos tanto para moléculas apolares e volateis, onde fontes de
ionizacao por elétrons: electron ionization (El); ou a ionizacdo quimica: chemical
ionization (Cl) podem ser utilizadas; quanto para moléculas polares com a
ionizacao por eletrospray (ESI, electrospray ionization), técnica a pressao
atmosférica que transfere ions em solucao para fase gasosa e MALDI (matrix
assisted laser desorption/ionization), a ionizacao sob vacuo por dessorcdao de
matriz (SILVERSTEIN et al., 2005). As técnicas de ionizacdo ambiente como EASI
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(easy ambient sonic-spray ionization) tornaram a introducdo da amostra em MS

mais simples e pratica.

Existem diferentes estratégias para se discriminar os ions dependendo do
analisador de massas. O mais comum é o quadrupolo, que possui resolucao
unitaria. Outros analisadores que podem ser citados sdo os analisadores de
aprisionamento de ions, ion trap (IT), tempo de voo (TOF) e ressonéancia
ciclotrénica de ions (ICR). Cada analisador possui diferencas de resolugcéo e
exatiddo de acordo com sua eletrénica e principio fisico utilizado para discriminar

as razdées m/z medidas.

1.3.1 lonizacao a Pressao Atmosférica por Electrospray (ESI-MS)

Sendo uma das técnicas de ionizagcdo em maior expansao, a ionizagao por
electrospray passou por duas fases distintas de investigacdo e desenvolvimento. A
primeira decorreu antes de 1970 e centrou-se mais nos aspectos fundamentais do
processo de producdo de carga assim como no modo experimental de concretiza-
lo, podendo salientar o trabalho realizado por Dole et al. (1968). A segunda fase
deu-se a partir de 1970 com destaque para o trabalho desenvolvido em 1984 por
Yamashita e Fenn (1984), considerado pioneiro da espectrometria de massas de
ionizacao por electrospray. A partir deste trabalho, a técnica sofreu um incremento
notério com o desenvolvimento e construcdo de fontes de ionizacao

comercializaveis baseadas no principio de carregar gotas eletricamente.

Ha essencialmente trés caracteristicas que fazem com que ESI seja
considerada uma técnica distinta das outras técnicas de ionizagdo. A primeira
destas caracteristicas € a capacidade de produzir ions multiplamente carregados,
com numero de cargas elevado, reduzindo assim a razao m/z, de tal modo que é
possivel analisar compostos de elevada massa molecular até centenas de kDa,
em praticamente todo tipo de analisadores. Uma segunda caracteristica é que as
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amostras a serem analisadas devem ser introduzidas em solu¢do, o que torna
possivel o acoplamento com muitas técnicas de separagédo. Por ultimo, e ndo
menos importante, o fato de ser o electrospray uma técnica de ionizagdo suave,
permite que as intera¢cdes ndo covalentes entre as moléculas existentes em

solucao sejam preservadas na fase gasosa.

A ESI é uma técnica de ionizacao que opera a pressao atmosférica, e pode
ser acoplada a analisadores do tipo setor magnético, quadrupolo e tempo de voo
(ASHCROFT,1997). A producgéo de ions por electrospray requer essencialmente
duas etapas: dispersao das gotas altamente carregadas seguida de condi¢des que

permitam a evaporagao da gota.

As solucbes sao primeiramente pulverizadas eletrostaticamente com
formacao de gotas pequenas e altamente carregadas. A nebulizacao da solucao é
em alguns casos facilitada pela ajuda de um gas nebulizador (N2). Posteriormente,
as moléculas do analito devem de alguma forma ser separadas do solvente na
forma de ions. Este passo de formacao de ions, como em muitas das técnicas de
ionizacao consideradas suaves, € provavelmente o menos compreendido no
processo global do electrospray. Alguns mecanismos tém sido propostos para a
dessorcao dos ions a partir de gotas carregadas, sendo que o modelo de residuo
de carga de Dole et al. (1968), aplicado a macromoléculas, foi talvez o primeiro a
servir de base para a atual técnica de electrospray. Neste modelo é considerado
que a medida que o solvente se evapora, a densidade de carga na superficie
aumentara até que as forgas repulsivas de Coulomb entre as cargas superficiais
excederao a tensao superficial, levando a divisdo da gota inicial. Se este processo
de divisdao continuar e se a solucao inicial for suficientemente diluida sera
alcancado um estado no qual cada gota contera uma uUnica molécula que retera
parte da carga inicial, ou seja, formara macro ions. A Figura 1.5 apresenta um
esquema representativo do processo de ionizagao por ESI no modo positivo.

Outro mecanismo para geragao de pequenos ions, o da evaporagao ibnica,
foi proposto por Iribarne e Thomson (1976), onde sugerem que a evaporag¢ao do
solvente conduz a uma instabilidade das gotas com razdes elevadas de densidade
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de carga superficial/raio da gota. A energia eletrostatica associada com a gota
carregada torna-se entdo suficientemente grande para ejetar os ions do analito

para a fase gasosa.

Este mecanismo foi aplicado a macromoléculas por Fenn (1988), o qual
propds que uma parte da molécula carregada teria capacidade de penetrar a
superficie da gota devido ao movimento Browniano. A existéncia de repulséo
coulombiana entre esta parte da molécula e a superficie da gota ejetara a
molécula para fora da gota.

Placa de metal

~ 100 V
Gotas
Voltagem do capilar  Cone de Taylor @ @
@ ®
2-5 kV ..'.. .-'..' “ Espectrometro
I o e o mass
® : )

Solugéo :'..:.:... .& .:. “.. .. ® :. .

—— n_ee T e,

\\ Redugao
Oxidagdo Excesso de carga na superficie @ @
C/) Solvente e espécies neutras
| Corrente (i)
+ | Voltagem da| —
fonte

Figura 1.5 — Esquema do processo de ionizacao por ESI. Adaptado de DOLE et
al., 1968.
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1.3.2 Analisadores para Espectrometria de Massas

Diversos analisadores de massas estéo disponiveis atualmente e a escolha
do analista depende do tipo de aplicacdo desejada e das caracteristicas dessa
demanda. Aspectos tais como intervalo de massas, poder de resolucédo, exatidao
de massa, taxa de transmissao dos ions e sensibilidade, quantificacédo, velocidade
de varredura, bem como facilidade de acoplamento com o sistema de separacao
devem ser consideradas. As opgdes para escolha incluem analisadores de massa
do tipo quadrupolo (Q), ion trap 2D e 3D, tempo de véo (TOF), setores do tipo
elétrico e magnético e equipamentos com transformada de Fourier do tipo
ressonancia ciclotrénica de ions (FT-ICR) e orbitrap (BASIC, 1995; MAKARQV,
2000). Além dessas, ha a possiblidade de combinagdo de mais de um analisador
para obtencado de andlise em tandem no espaco, quer seja com acoplamento de
analisadores do mesmo tipo (ex.: triploquadrupolo) ou com equipamentos hibridos
(ex.: Q-TOF) (VEKEY, 2001). Adicionalmente, alguns equipamentos do tipo ion
trap permitem a fragmentagdo e isolamento de ions de interesse sucessivas
vezes, operando no modo chamado fandem no tempo. As caracteristicas dos
diferentes analisadores e suas principais aplicagdes encontram-se disponiveis na
literatura (COOKS et al., 1992; CHOI et al., 2003; LEMIERE, 2001).

Nos trabalhos descritos nessa tese, os analisadores quadrupolares (simples
e triplo) foram utilizados e serdo brevemente discutidos.

O analisador do tipo quadrupolo (Figura 1.6) consiste de quatro hastes
simetricamente arranjadas as quais € aplicado um potencial alternado por radio
frequéncia (RF) sobreposto a um potencial de corrente continua (DC). Os ions
produzidos na fonte de ionizagdo sao focalizados no centro da regidao entre as
quatro hastes, atravessando axialmente o quadrupolo. Suas trajetérias serdo
dependentes do campo elétrico produzido, onde apenas os ions de uma razdo m/z
especifica terdo uma trajetéria estavel e chegardo ao detector. A RF é variada
para que ions de diferentes razées m/z obtenham uma trajetéria estavel ao longo
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do quadrupolo chegando ao detector, gerando assim um espectro de massas
(MILLER & DENTON, 1986).

lon

Detector
Ressonante o

ion n3o
Ressonante

l Voltagens DC e RF
Fonte @ g

Figura 1.6 — Esquema representativo de um analisador quadrupolar.

Nos sistemas do tipo “triplo” quadrupolo (QqQ), um analisador quadrupolar
€ acoplado a uma camara de colisdo preenchida com um gas inerte (geralmente
um quadrupolo, hexapolo ou octapolo operando apenas em modo RF), a qual é,
em seguida, conectada a um segundo analisador quadrupolar. Nessa camara os
ions provenientes do primeiro analisador, se acelerados com energia suficiente,
podem fragmentar-se ao colidirem com as moléculas inertes de gas. A esse tipo
de reacdo da-se o nome de fragmentacdo induzida ou ativada por colisdo (do
inglés, collisional induced dissociation — CID ou collision-activated dissociation —
CAD). Os ions secundarios obtidos pelos processos de fragmentagcdo podem
entdo ser filtrados pelo segundo quadrupolo, conferindo maiores informagdes
estruturais e aumento de seletividade para a espectrometria de massas. Esse
aumento de seletividade é muito util para aumentar a confiabilidade dos métodos
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desenvolvidos para a determinagcdo de farmacos em amostras complexas. A
Figura 1.7 apresenta um esquema representativo do analisador tipo triplo

quadrupolo.

Entrada

Focalizadon
— -D- .D
R e e — - | |--—1i Be= E
E— - — &
Fonte de Camara de Detector
colisao (CEM)

ionizacao

Figura 1.7 — Detalhes do espectrémetro triploquadrupolar.

A Tabela 1.3 resume 0os modos de operagao de um instrumento do tipo triplo
quadrupolo. Entre outras utilidades, o0 modo de operacao para obtencdo de ions
filhos ou produtos € importante para a determinagéo do perfil de fragmentagéo dos
compostos de interesse. O modo para obtengdo do espectro dos ions pais ou
precursores € interessante quando um determinado fragmento ionizado é
esperado para algum composto ou grupo de compostos de interesse. O modo de
perda neutra serve para a identificacdo de compostos que tenham seus produtos
ionizados da fragmentacéao relacionados com a perda neutra de uma determinada
massa constante. Por exemplo, pode funcionar para a identificacdo de moléculas
fosforiladas, glicosiladas, ou produtos de biotransformagdo conjugados que
perdem esses grupos na forma neutra durante a fragmentacdo. O modo de
monitoramento de reag6es multiplas (do inglés multiple reaction monitoring —
MRM) permite a observagdo de transicoes especificas provenientes da
fragmentacdo de um determinado ion de interesse em fragmento particular. Esse
€ o principal modo utilizado na determinacdo e quantificacdo de compostos

conhecidos de interesse, uma vez que confere seletividade e excelente
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detectabilidade, reduzindo amplamente o ruido da linha de base e elevando assim

a razao sinal/ruido.

Tabela 1.3 — Modos de operacao de um espectrobmetro de massas do tipo triplo
quadrupolo.

MS1 LendE MS?2
colisdo
Espectro dos /
ions filhos
precursor varredura
Espectros / _
dos ions pais
varredura e é’ produto
MRM RF apenas
precursor produto
Perda neutra / /
sincronizado ¢/ MS2 sincronizado ¢/ MS1

1.3.3 Aplicacoes de Polimeros de Impressao Molecular acoplado a

Espectrometria de Massas

A andlise de farmacos em fluidos bioldgicos, tais como soro, plasma e urina
tem se tornado importante atualmente, pois fornece informagdes para estudos de
farmacocinética, biodisponibilidade, farmaco e toxico genética, funcdes de érgaos
e interagcdes medicamentosas. A analise de drogas ilicitas em matrizes bioldgicas
e a avaliacao da intoxicacdo com farmacos e outros xenobibticos sao outros
exemplos de aplicacbes que se valem de ferramentas analiticas e séao
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desenvolvidas no ambito da toxicologia forense e clinica. Nesse caso, a varredura
e a confirmacao de farmacos em fluidos bioldgicos sdo importantes na detecgao e
tratamento dos usuarios e controle de pessoas que seguem alguma terapia.

Fluidos biol6gicos sdo matrizes complexas que contém proteinas, sais,
acidos, bases e outros compostos organicos enddégenos, os quais dificultam a
determinacdo dos analitos presentes. Adicionalmente, muito frequentemente esse
composto de interesse esta presente em uma concentragao baixa, inferior aquela
de muitos outros compostos também presentes na matriz (KATAOKA, 2003). Para
esse tipo de determinacdo, diversas técnicas analiticas podem ser utilizadas,
dependendo do analito alvo e do objetivo da aplicagéo.

A escolha das técnicas analiticas a serem empregadas no desenvolvimento
de uma determinada metodologia deve responder a uma série de questoes. Entre
elas, o tipo de matriz, a concentragdo esperada dos analitos, a necessidade de
medidas quantitativas ou qualitativas, a precisdo exigida, o custa da analise, o
custo dos equipamentos e as exigéncias de produtividade sao alguns dos itens
que devem ser considerados.

Desta forma, em busca da perfeicdo e exceléncia na determinagdo de
farmacos em matrizes biolégicas, nos deparamos com o casamento entre duas
técnicas analiticas: MIP e MS, onde uma trata do preparo de amostras e a outra
na identificacdo e quantificacdo dos farmacos analisados (CHIUMINATTO et.al.,
2010; YOSHIMATSU et.al., 2007; MASQUE et.al., 2000).

Dentre os estudos que utilizam polimeros de impressdo molecular no
preparo de amostra em conjunto a espectrometria de massas para a identificacdo
e/ou quantificacdo dos analitos de interesse, vale ressaltar dois estudos
desenvolvidos no Laboratério ThoMSon de Espectrometria de Massas. Séo eles:

v" FIGUEIREDO et.al. (2010) utilizou a técnica MIP-EASI-MS na analise de
cinco fenotiazinas (clorpromazina, perfenazina, triflupromazina, tioridazina e
proclorperazina) em amostras de urina. O polimero foi sintetizado empregando-se

como “template” a molécula de clorpromazina. O acido metacrilico e o EGDMA
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foram utilizados como mon6mero funcional e reagente de ligagdo cruzada,
respectivamente, o AIBN como iniciador radicalar e cloroférmio como solvente
porogénico. O método apresentou seletividade para as cinco moléculas estudadas
e foi eficiente na quantificacdo das mesmas, apresentando um limite de

quantificacdo em torno de 1 umol L.

v FIGUEIREDO et.al. (2011) utilizou da técnica MIP-ESI-MS na andlise de
seis benzodiazepinicos (medazepam, nitrazepam, diazepam, clordiazepdxido,
clonazepam e midazolam) em plasma humano. O polimero foi sintetizado
empregando-se como “template” a molécula de diazepam. O método apresentou
boa seletividade para cinco das moléculas estudadas, com excecdao do
clonazepam. Os coeficientes de variagéo ficaram em torno de 9 a 18% e os erros
relativos em torno de -7 a 18%, demonstrando assim uma boa precisdo e

exatidao.

Na Tabela 1.4 podemos encontrar alguns estudos que utilizaram a técnica

de polimeros de impressao molecular acoplada a espectrometria de massas.

Tabela 1.4 — Exemplos de aplicagdes biologicas, farmacéuticas e ambientais
utilizando polimeros de impressao acoplada a espectrometria de massas.

Analito Amostra MS Referéncia

: Electrospray
Primidona ~ Medicamento e REZAE! et al., 2009

plasma Mobilidade 16nica

Verapamil Urina e plasma  Electrospray - QqQ ~ MULLETT et al., 2004

: Electrospray
Metronidazol ~ Medicamento e JAFARI et al., 2009

plasma Mobilidade 16nica
. < Electrospray - QqQ GONZALEZ-MARINO et
Anfetamina Agua al., 2009
Propranolol Urina Electrospray - Q ~ MEESTERS et al., 2008
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CAPITULOII

MISPE-LC-MS/MS PARA
DETERMINACAO DE OMEPRAZOL
EM PLASMA HUMANO
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II.1 Introducao

No mundo ocidental em torno de 20 a 40 % da populacdo apresenta
sintomas da doenca de refluxo gastroesofagico (DRGE), sendo que 20 % dos
adultos apresentam pirose e/ou regurgitacao pelo menos uma vez por semana e
40 %, mensalmente. Esta enfermidade pode acarretar desconforto na qualidade
de vida dos pacientes, pois a DRGE tem sido associada a sintomas extra-
esofagicos tais como: asma, tosse crbnica, pneumonia recorrente, pneumonite,
abscesso pulmonar, apneia em criangas, laringite, amigdalite, rouquidao, pigarro,
sensacao de engasgo entre outros (NASI et al., 2006).

A eficacia dos antagonistas dos receptores histaminérgicos Hona redugéo
da acidez gastrica, associada a sua baixa toxicidade, constituiu um avanco
significativo no tratamento dessa doenca. Estes constituiram uma classe de
inibidores da secrecao acida mais especifica do que os antiacidos utilizados até a
década de 70, quando se evidenciou o papel da bomba de préton, a enzima H*/K*
ATPase, na secrecao acida da célula parietal (WALLMARK et al., 1986).

Assim, varios inibidores da bomba de prétons (IBPs) tém sido
desenvolvidos. IBPs s&o compostos benzimidazois substituidos que inibem
irreversivelmente a H*/K* ATPase. Os farmacos exigem ativacdo no ambiente
acido do canaliculo secretor da célula parietal, isto é, trata-se de pré-farmacos.
Atuam mais provavelmente do lado externo da membrana. A administragéo de
uma dose uUnica didaria pode inibir efetivamente 100 % da secrecao de &cido
géstrico (KATZUNG & SILVA, 2003).

O derivado benzimidazodlico que ja foi bastante investigado e que se tem
mostrado eficaz em promover uma potente inibicao da secrecao gastrica de acido
cloridrico € o omeprazol, objeto de estudo deste capitulo.
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1.2 Omeprazol

O primeiro farmaco da classe dos inibidores de bomba de prétons € o
omeprazol(Figura Il.1), utilizado principalmente como um potente agente inibidor
da secrecdo 4cida gastrica no tratamento de ulceras gastrointestinais, refluxo
gastroesofagico, dispepsias, na sindrome de Zollinger-Ellison e no tratamento para
Helicobacter pyloriMATON, 1991 e PEREZ-RUIZ et al., 2006).

CHs

4 ﬁ ~
N/: ° ~ OCHs

CH3

HaCO

Figura Il.1 — Estrutura quimica do omeprazol.

O omeprazol foi sintetizado em 1979 e iniciou a era dos bloqueadores da
bomba protonica, ou era dos IBPs. A sintese do omeprazol foi precedida pela
sintese do timoprazol que, embora iniba a secrecao gastrica, ndo se mostrou
adequado para uso clinico. Pequenas modificagdes na estrutura quimica do
omeprazol levaram a sintese de substancias equivalentes e que constituem o

grupo dos IBPs: pantoprazol, lanzoprazol e rabeprazol (WALLMARK, 1989).

Trata-se de uma substancia quimicamente estavel, lipofilica,que se
apresenta na forma de um pé branco soluvel em meio basico. Comporta-se como
uma base fraca, com pKa1 = 4,2 e pKs2 = 9,0, e degrada-se rapidamente em
solugdes com valores de pH baixos (MATHEW et al., 1995).
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E administrado por via oral, entretanto, devido a sua rapida degradacéo
quando exposto a secrecao gastrica, é apresentado na forma de capsula contendo
granulos de revestimento entérico. Apresenta um pico de concentracédo plasmatica
alcancado entre 30 e 40 minutos apds a administracao oral (LIND et al., 1983;
REGARDH et al., 1985; CLISSOLD & CAMPOLI-RICHARDS, 1986). Cerca de 95
% do farmaco liga-se a proteinas plasmaticas, é metabolizado pelo figado e
excretado pela urina (80 %) e pelas fezes (20 %) (ANDERSSON, 1996).

Os efeitos indesejaveis ndo sdo comuns e incluem cefaleia, diarreia e
exantema. Ha relatos de efeitos sob o sistema nervoso central, tais como: estados
de confusdo, agitacdo, depressdo e alucinacbes em pacientes bastante
comprometidos (VARONA et al., 1996).

A grande maioria dos métodos descritos na literatura para a determinagéo
de omeprazol (ORLANDO & BONATO, 2003; IUGA & BOJITA, 2010) sdo métodos
cromatograficos (LC — cromatografia liquida) com deteccao UV.Pode-se encontrar
também a determinacdo de omeprazol por eletroforese capilar (PEREZ-RUIZet al.,
2006).No entanto, indubitavelmente, a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS) tem sido, nos ultimos anos, a técnica mais
recomendada para a determinacdo deste farmaco em matrizes complexas
(ZHANG et al., 2010; VITTAL et al., 2008; De SMET et al., 2010; ISHII et al., 2007;
WANG et al., 2005; HOFMANN et al., 2006; KANAZAWA et al., 2002).

Como explicado anteriormente, embora estes métodos tenham elevada
detectabilidade, alguns deles requerem consumo de solventes organicos no
preparo de amostra (quando utilizam, por exemplo, extracdo liquido-liquido),
outros requerem pré-concentracdo por extracao em fase soélida e, pelo fato dos
cartuchos ndo serem reutilizaveis, implicam em um custo elevado. Neste sentido,
os polimeros de impressao molecular representam uma alternativa interessante na
etapa de preparo de amostra, uma vez que podem ser sintetizados no laboratério
a baixo custo e apresentam durabilidade e capacidade de reutilizagao.
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Em vista destes fatos, propde-se sintetizar um polimero de impressao
molecular adotando o omeprazolcomo molécula molde e avaliar a potencialidade
deste material como fase soélida em cartuchos de extracdo em fase sélida. O
MISPE sera empregado no preparo de amostras na determinagdo do omeprazol
em plasma humano. Uma busca na literatura mostrou que ainda n&o foram

publicados trabalhos utilizando MIP no preparo de amostras contendo omeprazol.

I1.3 Objetivos

O objetivo geral deste capitulo foi sintetizar polimeros de impresséo
molecular para serem utilizados no preparo de amostra para a determinacao de

omeprazol em plasma humano por LC-MS/MS.

Os objetivos especificos compreenderam:

> Sintetizar polimeros de impressdo molecular, através da técnica de

polimerizacao in bulk utilizando a molécula de omeprazol como molde.
> Caracterizar o material sintetizado.
> Avaliar a potencialidade do MISPEno preparo de amostras.

> Desenvolver e validar um método de determinagdo de omeprazol em
plasma humano por LC-MS/MS utilizando o MISPE desenvolvido como preparo de

amostra.

» Aplicar o método MISPE-LC-MS/MS desenvolvido na determinagcdo de

omeprazol em plasma humano.
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1.4 Parte Experimental

I.4.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Todas as solugcdes
foram preparadas utilizando agua deionizada. Os reagentes, solucdes e acidos
empregados estdo descritos a seguir: omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, 4-
vinilpiridina (4-VP), etileno glicol dimetacrilato (EGDMA) e 2,2’-azo-bis-iso-
butironitrila (AIBN) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Alemanha). O metanol,
acetonitrila e tolueno, todos grau HPLC, foram adquiridos da J.T. Baker (EUA).
Acido acético (C2H405) e acetato de aménio (C2H;NO,) foram adquiridos da Synth
(Brasil).

11.4.2 Amostras

Amostras de plasma humano foram cedidas pela UNIFAG - Unidade
Integrada de Farmacologia e Gastroenterologia ligada a USF — Universidade Sao
Francisco (Braganga Paulista, SP, Brasil). A coleta das amostras foi feita através
de cateter heparinizado, centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos a temperatura
ambiente e o plasma removido foi armazenado a -20 °C, até a utilizagdo da

amostra.
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11.4.3 Sintese do Polimero de Impressao Molecular

O MIP foi sintetizado a partir de omeprazol (0,25 mmol) como molécula
molde, 4-vinilpiridina(1,25 mmol) como monémero funcional, etileno
glicoldimetacrilato (EGDMA) (6,25 mmol) como reagente de ligacdo cruzada e a
mistura MeOH:tolueno (1:1 v/v 4,0 mL) como solvente porogénico. O iniciador
radicalar utilizado foi 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN) (0,25 mmol). A
polimerizacao foi “in bulk’, onde apds a adigdo dos reagentes numa ampola de
vidro, a mesma foi sonicada por aproximadamente 10 minutos, seguida pela
remocéo do O, mediante atmosfera de N» por 5 minutos e posterior aquecimento
através de um banho de silicone a 60 °C por 24 h. Ao término deste periodo, foi
obtido um sélido, o qual foi triturado e peneirado (malha de 100 um). O material foi
entado transferido para cartuchos de SPE (vazios) contendo frit e entdo lavado com
MeOH:H3;CCOOH (7:3v/v) até que as aliquotas recolhidas estivessem livres da
molécula molde (omeprazol). Por fim, os polimeros foram secos em uma estufa a

100 °C por um periodo de aproximadamente 12 h, e guardados em dessecador.

Polimeros de controle (NIP) também foram sintetizados, utilizando as
mesmas condi¢cées descritas anteriormente, exceto pela ndo adicdo da molécula

molde no meio reacional.

I1.4.4 Caracterizacao dos Polimeros

Polimeros de impressao molecular (MIP) sdo sélidos insolUveis e por isto
nao podem ser caracterizados por métodos geralmente empregados no caso de
polimeros comuns, ja que estas técnicas requerem a preparagao de uma solucao
do material. No entanto, alguns testes podem ser realizados para que alguns
aspectos quimicos e morfolégicos do material sejam conhecidos (CORMACK &
ELORZA, 2004).A caracterizacdo quimica do polimero pode ser feita por
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microanalise elementar, infravermelho com transformada de Fourier e ressonancia
magnética nuclear do estado sélido. Ja as caracteristicas morfoldgicas podem ser
obtidas através de microscopia de varredura eletrénica, porosimetria de sorcéao de
nitrogénio e porosimetria de intrusao de mercurio (CORMACK & ELORZA, 2004;
SPIVAK, 2005).

No estudo em questdo, os polimeros MIP e NIP foram caracterizados da

seguinte forma:

» Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) foram
obtidos em pastilhas de KBr 1% no intervalo espectral de 4000 a 500 cm™,
utilizandoum espectrofotdmetro FIT-IR Bomem MB Series (Canada), modelo B100,

em resolucdo de 4 cm™ e uma taxa de 20 varreduras por minuto.

> As medidas de ressonancia magnética nuclear de '*C empregando as
técnicas de polarizacdo cruzada e angulo magico de rotacdo (C'® CP-MAS NMR)
foram feitas em um equipamento Bruker Avance Il (Alemanha) de 400 MHz com
tempo de contato de 3 us e intervalo de acumulagdes de 3 s. No caso do MIP, o

nuamero de acumulacgdes foi de 985 e para o NIP, 1784.

» Para as analises de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) as amostras
foram dispersassobre uma fita de carbono condutora com dupla face
(3M™)previamente fixada sobre um porta amostra de latdo.Em seguida foram
recobertos com um filme condutor de ouro até a espessura de 12 nm utilizando-se
um metalizador Balzers, modelo MED 020 da Bal-Tec. O microscopio eletronico de
varredura utilizado foi um JEOL LV-JSM 6360 (Japao) operando em voltagem de
15 keV.

» As medidas de porosimetria de sorcdo de nitrogénio foram realizadas em
um ASAP 2010 da Micromeritics (EUA) adotando-se temperatura maxima de até
200 °C.
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11.4.5 Determinacao do Omeprazol por LC-MS/MS

A determinagdo de omeprazol foi realizada utilizando um sistema HPLC
Alliance Waters, modelo 2695 (EUA) constituido de um sistema de bombeamento
quaternario e um sistema de injecdo de amostra. Foi empregada uma coluna
analitica de fase reversa Cig a base de silica (150 x 4,6 mm, 5 ym — Agilent, EUA)
e coluna de guarda C1g4 x 3,0 mm, 5 um (Phenomenex, EUA).O sistema HPLC foi
acoplado a um QTrap LC-MS/MS System AB Sciex (Canada) com fonte de
ionizacao por electrospray.

A ionizagao por electrospray foi obtida trabalhando no modo positivo. Os
parametros instrumentais utilizados foram: curtain gas (N2) a 50 psig; gas
nebulizador GS1 e GS2 a 15 e 35 psig respectivamente; temperatura de
dessolvatacdo (TEM) a 450 °C; gas de dissociacdo (CAD) a 6 unidades de uma
escala arbitraria do equipamento; e voltagem do ion spray (I1S) a 5500 V. O QTrap
foi utilizado no modo MRM (monitorizagao de rea¢des multiplas, do inglés Multiple
Reaction Monitoning) considerando as transi¢des do analito em estudo.

A fase moével foi empregada em sistema isocratico constituida de acetato de
aménio 10 mmol L7 : acetonitrila : metanol na propor¢do 50:35:15 (v/v/v). A
velocidade do fluxo foi 1,0 mL min™. O volume de injecéo foi 10 pL. O tempo total
de corrida foi de 2,5 minutos. O tempo de retencao do omeprazol foi de 1,8 min.

Todos os resultados foram processados e analisados pelo software
Analyst®, versdo 1.5 (AB Sciex, Canada).

11.4.6 Estudos de Adsorcao

Para a construcdo das isotermas de adsorcdo, aliquotas de 10 mg dos
polimeros MIP e NIP sintetizados foram agitadas por 1hora numa mesa agitadora
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com 1 mL de uma solucédo de omeprazol em diferentes concentracdes (1 ugmL™ a
4500 pgmL™). As solugdes foram preparadas em MeOH. A quantificacdo do
omeprazol no sobrenadante foi feita de acordo com as condi¢des descritas no item
[1.4.5.Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata.

11.4.70timizacao do MISPE

O MISPE funciona tal qual um procedimento de SPE convencional, exceto
pela substituicdo das fases estacionarias comuns pelo polimero impresso.
Compreendendo assim as etapas de condicionamento, carregamento, lavagem e
eluicdo dos cartuchos (QIAQO et al., 2006).

Quantidades de 100 mg dos polimeros MIP e NIP foram transferidas para
cartuchos de SPE que continham um frit posicionado em sua basee um segundo
frit foi posicionado no topo da fase polimérica.

A etapa de condicionamento destes cartuchos consistiu na percolagao de 3
mL de metanol seguidos de 3 mL de agua. Em seguida, extraiu-se2 mL de uma
solucdo contendo 1 mL de plasmafortificado com omeprazol (1pg mL™ preparado
em MeOH) + 1 mL H,O a uma vazao de 1 mL min"'. O analito foi eluido com 2 mL
do solvente de eluicao e o extrato foi analisado por LC-MS/MS. Foram estudados
os efeitos de natureza e volume do solvente de eluicdo. Nestes estudos, foram

testados acetonitrila, metanol, etanol e cloroférmio.

A quantificagdo do omeprazol no eluato foi realizada de acordo com as
condi¢Oes descritas no item 11.4.5. Todos os experimentos foram conduzidos em
triplicata.
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11.4.8 Validacao do Método Analitico

Para a validagdo do método desenvolvido, foram avaliados os seguintes
parametros: seletividade, faixa linear de trabalho, linearidade, sensibilidade,
precisao, exatidao, limite de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ), tendo
como referéncia as recomendacées da ANVISA (2003) para métodos

bioanaliticos.

> Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela comparacao dos cromatogramas
obtidos na analise de plasma branco e plasma fortificado com omeprazol em
concentragdo correspondente ao limite de quantificacdo (5 ng mL™), submetidas
ao processo de extracdo proposto, com o objetivo de avaliar a eventual presenca
de interferentes da matriz que pudessem comprometer a determinacédo do analito.
Como critério de aceitacdo foi estabelecido que as respostas de picos
interferentes no tempo de retencdo do analito deveriam ser inferiores a 20 % da
resposta do respectivo limite de quantificacao.

» Curva Analitica, Linearidade e Sensibilidade

Para quantificacdo de omeprazol em plasma humano por LC-MS/MS foram
elaboradas curvas analiticas fortificando-se plasma branco em seis niveis de
concentracdo do analito (5 a 2500 ng mL™). Nao foi utilizado padrdo interno, uma
vez que nas condicdes do preparo de amostra utilizado, nenhum analogo

estrutural do analito foi reconhecido molecularmente pelo polimero impresso.

A linearidade (coeficiente de correlagdo linear, r) e a sensibilidade

(coeficiente angular) foram obtidas através da curva analitica.
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> Limite de Deteccao (LD)

O limite de deteccédo (LD) foi determinado a partir da razao sinal/ruido igual
a 3, no tempo de retengcdo do omeprazol, em amostras de plasma humano
fortificado (n = 3), e o resultado é apresentado como valor médio das repeticoes.

» Limite de Quantificacao (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) foi determinado a partir da razdo sinal/ruido
igual a 10, no tempo de retengdo do omeprazol, em amostras de plasma humano
fortificado (n = 3), e o resultado é apresentado como valor médio das repeticoes.

> Precisao

A precisao obtida foi avaliada em situacdo de intra- e inter-ensaios. A
precisado intra-ensaios foi obtida para quatro niveis de concentragdo, mediante
fortificagdo de plasma branco, analisadas em quintuplicatas (n = 5), em um mesmo
dia, pelo mesmo analista, no mesmo equipamento, e expressa como a estimativa

dos desvios padrao relativos (RSD).

A precisao inter-ensaios foi obtida para quatro niveis de concentracao,
mediante fortificacdo de plasma branco, analisadas em quintuplicatas (n = 5) e
realizadas em trés dias diferentes (n = 3). As analises foram realizadas pelo
mesmo analista, no mesmo equipamento, e os resultados foram expressos como

as estimativas dos desvios padrao relativos (RSD).

Os niveis de concentragao utilizados nos ensaios de precisao foram: limite
de quantificagdo (5 ng mL™), controle de qualidade baixo — CQB (10 ng mL™),
controle de qualidade médio — CQM (800 ng mL™") e controle de qualidade alto —
CQA (2000 ng mL™).
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> Exatidao

A exatidao obtida pelo método foi avaliada mediante testes de recuperacao.
Para tanto, plasma branco foi fortificado em concentragbes correspondentes ao
limite de quantificacdao (LQ), controle de qualidade baixo (CQB), controle de
qualidade médio (CQM) e controle de qualidade alto (CQA), e os resultados
transformados em porcentagem da quantidade conhecida do analito, apéds
desenvolvimento do procedimento de extracdo. Foram realizadas cinco repeticdes
(n=5).

1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

I.5.1 Caracterizacao dos Polimeros

> Infravermelho com Transformada de Fourier

Os espectros de FT-IR, obtidos em pastilhas de KBr, para os polimeros MIP
e NIP sdo mostrados na Figura Il.2,na qual se pode observar que ndo sao
caracterizadas diferengas no que diz respeito a composicao quimica. Este fato é
esperado uma vez que ambos os materiais foram sintetizados da mesma forma,

exceto pela ndo adicdo da molécula molde ao polimero de controle.
As bandas encontradas nos espectros da Figura 1.2 sdo as seguintes:

v 3448 cm’' - deformagdo axial de O-H em ligagdo hidrogénio

intermolecular.

v 2956/1995 cm' — deformacdo axial de C-H dos grupos metila e

metileno.

v 1727 cm™ = deformagdo axial de C=0 dos grupos carboxilicos.
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v' 1635 cm™ — deformagéo axial de C=C dos grupos vinila.

v' 1449/1480 cm™ — deformagao angular de C-H do grupamento metileno.
v' 1393 cm™ — deformacéo angular de C-H devido o grupamento t-butila.
v 1264/1156 cm™ — deformacéo axial de ésteres (COO).

v 955 cm’ — deformagao angular fora do plano de O—-H.

v’ 749cm’™ — deformagao angular fora do plano de C-H.

v 512 cm™ — deformacéo axial de C-ClI.
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Figura Il.2 — Espectros de FT-IR (KBr) do MIP e NIP.
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> Ressonancia Magnética Nuclear de °C

Por se tratarem de materiais insoluveis, as informacbes a respeito dos
diferentes tipos de carbono, encontrados nos polimeros impresso e de controle,
foram obtidas através de ressonancia magnética nuclear do estado sélido. Neste
caso, foi empregada a técnica de polarizacdo cruzada com angulo magico de
rotacdo (CP-MAS). As ressonancias, mostradas nas Figuras 1.3, em torno de 10-
80 ppm séao referentes a grupos metila e metileno presentes no EGDMA, entre
110-140 ppm e as duplas ligagbes nédo reagidas do EGDMA. Os picos por volta de
160-190 ppm sao atribuidos a diferentes grupos C=0 que podem ser encontrados
no EGDMA (SELLERGREN, 2001; COURTOIS et al., 2006).

Figura I1.3 — '*C CP-MAS NMR do MIP (a) e NIP (b).

Como pode ser visto na Figura 1.3, ambos os espectros apresentaram o
mesmo perfil, 0 que reafirma a igualdade quimica dos dois materiais.

» Microscopia de Varredura Eletrénica e Porosimetria de Sorcdo de N

Atualmente, a grande maioria dos trabalhos encontrados na literatura

emprega a polimerizacado “in bulk’, devido ao fato deste método ser simples,
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barato e requerer uma Unica etapa de sintese. Contudo, a presenga de particulas
irregulares, que embora nao seja descrita como problema quando o polimero é
utiizado em SPE, torna o material inadequado para o recheio de colunas
cromatograficas (PEREZ-MORAL & MAYES, 2004; QIAO et al., 2006; MAHONY et
al., 2005).

MIP NIP

Figura 1.4 — Imagem de microscopia de varredura eletronica dos polimeros MIP e
NIP. Aumentos de 5000 e 40000 x.

Embora o MIP e NIP tenham sido polimerizados da mesma forma, exceto
pela ndo adicdo da molécula molde na sintese do polimero de controle, os dois

materiais apresentaram morfologias diferentes, uma vez que a superficie do NIP
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mostrou-se mais escamada quando comparada com o polimero impresso. A
diferenca na porosidade dos materiais foi nitida. AFigurall.4mostra que o polimero
MIP apresentou-se mais granulado e poroso do que o polimero de controle.
Devido a esta caracteristica, os polimeros impressos apresentam maiores areas
superficiais do que os polimeros nao impressos (FARRINGTON & REGAN, 2007).

A diferenga na porosidade dos materiais foi confirmada através dos ensaios
de porosimetria de sorg¢ao de nitrogénio, empregando o método BET. Este método
consistiu na exposicdo de uma massa fixa de MIP e NIP a diferentes pressdes de
nitrogénio. Em seguida, a quantidade de gas sorvido foi medida em funcao da
pressao do mesmo. Foram entao construidas isotermas de sor¢cédo que forneceram
informacgdes a respeito das areas superficiais, volume e didmetro médio dos poros

de ambos os polimeros.

Os resultados apresentados na Tabela Il.1 confirmam que os polimeros
impressos tendem a possuir areas superficiais e volume de poro maiores do que
os polimeros de controle. Assim, pode-se afirmar que essa maior area superficial
se da pelo fato do polimero impresso apresentar um menor didmetro de poro.
Sugerindo assim que a molécula molde apresenta certa influéncia no crescimento
da particula durante a polimerizagédo (YOSHIMATSU et al., 2007).

Tabela Il.1 — Porosimetria dos polimeros MIP e NIP.

) Area Volume do Diametro médio
Polimero . 0 3
Superficial(m*“/g) Poro(cm®/g) do Poro (A)
MIP 17,7 0,03 67,2
NIP 4,9 0,01 104,3
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11.5.2 Determinacao do Omeprazol por HPLC-MS/MS

Inicialmente, com o objetivo de se confirmar a massa nominal do analito, foi
realizada a injecdo de uma solucdo de omeprazol (100 ng mL™,em MeOH) através
de uma bomba de seringa no espectrdmetro de massas. Utilizando a fungdo Scan
MS e operando o equipamento em modo positivo, foi obtido o espectro de massas

da solugao de omeprazol em questao (Figura IL.5).

346
38x10°

198
368

Intensidade (cps)

136 301

20x 10 Ml R PRGNy VLI L ety Tl
120 160 200 240 280 320 360 400

Figura II.5 — Espectro de massas ESI-MS do omeprazol (100 ng mL™", em MeOH).

ApGs esta etapa, foi realizada a fragmentacdo da molécula, a fim de
escolherem-se as transigbes que seriam utilizadas na identificagdo e quantificagcéo
do omeprazol nas analises em plasma humano, utilizando o modo MRM. A Figura
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1.6 ilustra a fragmentacdo do omeprazol e a Figura Il.7 apresenta a rota de
fragmentagao proposta.
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Figura 11.6 — Espectro de fragmentacao do omeprazol.
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Figura Il.7 — Proposta de rota de fragmentacdo do omeprazol.
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A partir destes resultados, foram selecionadas as transicbes de
identificacdo e confirmacdo do omeprazol nas analises quantitativas do farmaco
utilizando o modo MRM. As transicoes selecionadas foram 346>198 e 346>136,

respectivamente.

Utilizando-se os parametros citados no item 11.4.5, foi possivel realizar a

quantificagdo do omeprazol em todas as etapas do estudo.

11.5.3 Estudos de Adsorcao

Os estudos de adsorgao, conforme descrito no item 3.4, foram realizados
com o0 objetivo de avaliar a capacidade de reconhecimento molecular dos
polimeros sintetizados. Assim, a adsorcao do omeprazol nos polimeros MIP e NIP
foi verificada variando-se a concentragao das solugdes do analito, preparadas em
MeOH, meio escolhido para o reconhecimento molecular. A quantidade de
omeprazol adsorvida (B) pelos polimeros MIP e NIP foi estimada atraves da

Equacaoll.1:
B=(I-F)xV Equacao Il.1
Mpolimero
Onde:

| é a concentracéo inicial da solugao (pgmL'1);

F é a concentracdo de analito em solugdo (ugmL™), apés a etapa de adsorgéo;
B é a quantidade de omeprazol adsorvida pelo polimero (ug g'1);

V é o volume de solucdo contendo omeprazol utilizado no estudo (mL);

Mpoiimero © @ quantidade de polimero utilizada no estudo (g).
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Os resultados do estudo de adsorcao sao mostrados na Tabela 11.2.

Tabela Il.2-Omeprazol adsorvido nos polimeros MIP e NIP (mg g™).

Omeprazol (ugmL’)  MIP (mgg™) NIP (mg g™)
100 9,64 + 0,02 9,40 + 0,08
200 18,77 £ 0,04 17,81 0,13
300 26,77 £ 0,07 24,35 + 0,41
400 33,04 £0,10 29,05 + 0,71
600 57,70 + 0,68 44,63 £0,18
800 71,05 0,53 59,03 +0,16
1200 76,62 + 0,25 62,81 +0,13

2000 81,89 + 0,31 65,89 + 0,04
3300 84,78 + 0,51 66,44 + 0,35
4500 86,61 +0,25 67,78 £ 0,07

As isotermas de adsorcdo obtidas sdo apresentadas na Figura 1.8, na
qualse verifica que ambas apresentam duas regides distintas. A primeira, entre
100 e 800ug mL™ aproximadamente, é conhecida como regido de sub-saturacgdo e
a segunda, a partir de 800ug mL”, é chamada de regido de saturacdo. Nesta
Ultima, os sitios especificos e nédo especificos de ligacdo sdo ocupados e a
concentragao do analito ligado ao polimero permanece constante.

A adsor¢ao do omeprazol nos polimeros impresso e nao impresso mostrou-
se de forma diferenciada, uma vez que o analito apresentou uma preferéncia pelo
MIP, caracteristica evidenciada pelo maior valor de B na regido de saturacédo da

isoterma de adsor¢ao do polimero impresso.
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Figura 1.8 — Isotermas de adsorcdo do omeprazol pelos polimeros MIP e NIP.

11.5.4 Otimizacao do MISPE

v' Lavagem do MISPE

A seletividade durante a MISPE pode ser conseguida por dois modos
distintos: através de um processo de adsorcao seletiva ou por uma dessorcao
seletiva. No primeiro modo o analito é seletivamente retido nos sitios especificos
de ligagcédo, através de interacbes nao covalentes, enquanto que as moléculas
interferentes ndo séo retidas por estes sitios. Por fim, a eluicdo do analito pode ser
realizada por meio de um solvente organico apropriado. Ja no processo de
dessorgao seletiva, que é o caso deste estudo, os analitos e outros interferentes
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séo retidos pela matriz polimérica hidrofobica, que age como um material de fase
reversa sem especificidade aparente. No entanto, a eluicdo dos compostos
interferentes é conseguida aumentando-se a hidrofobicidade da fase mével
enquanto que a molécula molde ndo é eluida, permanecendo retida nos sitios
especificos de ligacdo (BAGGIANI et al., 2007b).

Desta forma, o procedimento de lavagem dos cartuchos foi estudado, no
sentido de que fosse feito um processo de dessorgao seletiva, que rompesse as
interagbes ndo especificas entre a molécula de omeprazol e o polimero néo
impresso. Os solventes testados nesta etapa foram: agua (H:O), acetato de
amonio 10 mmol L™ e a solugao H,O:MeOH (80:20).

Foi avaliada também a quantidade de etapas de lavagem do cartucho.
Dessa forma, apds o carregamento da amostra, foram efetuadas 1 ou 2 etapas de

lavagem utilizando os solventes acima mencionados.

As porcentagens de omeprazol removida, apos a etapa de lavagem dos
cartuchos de acordo com a quantidade de etapas de lavagem e o solvente

utilizado, sdo mostradas na Figura I1.9.

Idealmente, o solvente de lavagem mais apropriado deveria promover a
remocdo do analito somente no cartucho do polimero de controle. Porém, como
pode ser visto na Figura II.9, em nenhum dos casos esse comportamento foi
verificado. Dentre as possibilidades avaliadas, a lavagem que utilizou acetato de
amoénio 10 mM apresentou o melhor grau de seletividade, uma vez que removeu
cerca de 40 % de omeprazol do NIP e aproximadamente 4 % no caso do MIP. Por
este fato, o mesmo foi empregado para a lavagem dos cartuchos em estudos

posteriores.

Quanto ao numero de etapas de lavagem, nenhum dos resultados
apresentou uma diferenca significativa. Por isso, optou-se por efetuar apenas 1
etapa de lavagem nos estudos posteriores.
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Figura 1.9 —Perda de omeprazol em funcdo da quantidade de etapas e do
solvente de lavagem.

v" Eluigdo do Omeprazol

Nesta etapa de otimizagdo do MISPE foi avaliada a eficiéncia de eluigao da
molécula de omeprazol por diferentes solventes. Assim, os cartuchos contendo os
polimeros MIP e NIP foram carregados com 2 mL de uma solugédo contendo 1 mL
de plasmafortificado com omeprazol (1ug mL™" preparado em MeOH) + 1 mL H;O
a uma vazao de 1 mL min™', lavados com 3 mL de acetato de aménio 10 mmol L™
e eluidos com 2 mL dos diferentes solventes testados. A Figura Il.10 apresenta as

porcentagens totais de omeprazol recuperadas apds as etapas de lavagem e
eluicdo.
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Figura Il.10 — Porcentagem de omeprazol recuperado apos as etapas de lavagem
com acetato de aménio 10 mmol L™ e eluigdo com diversos tipos de solventes.

Como podemos observar na Figura 11.10, a eficiéncia de eluicdo diminui na
seguinte forma: metanol > acetonitrila > cloroférmio > etanol. Desta forma, o

solvente de escolha para ser utilizado na etapa de elui¢cao foi o metanol.

v' Seletividade

A seletividade do MIP foi avaliada extraindo-se solugdes teste contendo
omeprazol e seus analogos estruturais pantoprazol e lansoprazol na concentracao
250 ng mL" (MeOH), em cartuchos contendo os polimeros MIP e NIP. O método
de extracdo contemplou todas as etapas do preparo de amostras, ou seja, 0
cartucho contendo os polimeros foi condicionado com 3 mL de metanol seguidos

de 3 mL de agua; o carregamento dos cartuchos foi efetuado com 1 mL da
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solucéo teste; a lavagem do cartucho foi realizada com 3 mL de acetato de aménio
10 mmol L™ e a eluicdo foi feita com 2 mL de metanol. A anélise do eluato foi
efetuada utilizando-se as condi¢des citadas no item 11.4.5.

A Figura Il.11 apresenta as estruturas quimicas do pantoprazol e do

lanzoprazol, analogos estruturais do omeprazol.

"
F

Figura Il.11 — Estrutura quimica do pantoprazol (a) e lanzoprazol (b).

A Figura 11.12 compara os cromatogramas de HPLC-MS/MS obtidos apos a
extracdo das solucdes teste pelos polimeros MIP e NIP.
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Figura 1.12 — Cromatogramas de HPLC-MS/MS correspondente a extracado de
solucao metandica contendo omeprazol, pantoprazol e lansoprazol utilizando os
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polimeros MIP e NIP.

A comparagao entre os cromatogramas mostra 0 sucesso da impressao
molecular pelo polimero impresso sintetizado. O pico para o omeprazol no

cromatograma obtido apds a extracao utilizando o cartucho contendo o polimero
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de controle é menos intenso, se comparado ao pico obtido apds extragdo com o
cartucho contendo o MIP, confirmando assim que ocorreu a impressao molecular.
Apesar das trés moléculas avaliadas apresentarem estruturas semelhantes, pode-
se notar que a retencdo pelo polimero MIP destas estruturas se mostrou
deficiente. O pantoprazol apresentou uma retengdo minima pelo polimero MIP e
uma retencao abaixo do identificado para o polimero NIP. Esta situagdo pode ser
explicada pelas propriedades fisico-quimicas da molécula de pantoprazol, uma
vez que a mesma, diferentes das outras moléculas avaliadas, é soluvel em 4agua.
Assim, pode sugerir que a etapa de lavagem dos cartuchos foi um fator que

influenciou na eliminagao da molécula de pantoprazol pelos polimeros.

O lansoprazol apresentou minima retencao para ambos o0s polimeros.
Como as propriedades fisico-quimicas do lansoprazol e do omeprazol sao
semelhantes, sugeri-se que a retencdo do lansoprazol pelo polimero MIP e NIP
ocorreu por interagcdes nao-especificas. Desta forma, pode-se concluir que o

polimero impresso sintetizado € seletivo apenas para a molécula de omeprazol.

11.5.5 Validacao do Método Analitico

O procedimento de validacdo de métodos deve incluir todas as etapas
necessarias para demonstrar que os resultados obtidos sdo confiaveis e
reprodutiveis. Conforme a classificacao proposta pela IUPAC (THOMPSON et al.,
2002), os procedimentos de validacdao podem ser divididos entre (1) validacéao
completa (full validation) e (2) validacdo do método em um Unico laborat6rio
(single-laboratory validation). O procedimento envolvido no presente trabalho teve
como foco a validagdo do método analitico para um laboratério. Os parametros
analiticos de validagdo usados para avaliar o método de separagcdo desenvolvido
no presente trabalho sao: seletividade, linearidade, sensibilidade, intervalo (faixa
linear), precisao, limite de deteccéo, limite de quantificacao e exatidao.

59



> Seletividade

A seletividade € a capacidade de um método em quantificar com exatidao o
analito na presenca de interferentes presentes na amostra. E um parametro que
deve ser demonstrado e que depende do método analitico empregado. Para os
métodos cromatograficos a seletividade é avaliada no sentido de garantir que o
pico de resposta do analito (avaliado no tempo de retencdo caracteristico) seja
proveniente exclusivamente do mesmo e n&o de outros compostos (interferentes)
presentes na amostra (THOMPSON et al., 2002). Assim, uma comparag¢ao dos
cromatogramas obtidos a partir de uma amostra branco de plasma e uma amostra
branco de plasma fortificada com omeprazol a 5 ng mL"' (Figura I.13),
comprovam a seletividade do método frente a auséncia de interferentes presentes

no plasma.

1.79
93

—— Omeprazol (346 = 138)
—— Omeprazol (346 = 135)

ensidade (cps)
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Intensidade (cps)

0.4 0.8 1.2 1.6 2.0 2.4
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Figura 1.13 — Cromatogramas de HPLC-MS/MS correspondente a extracdo de
amostra branco de plasma (em detalhe) e amostra branco de plasma fortificada
com omeprazol a 5 ng mL™, utilizando o MISPE no preparo de amostra.
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» Curva Analitica, Linearidade e Sensibilidade

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentragdo do
analito no qual o método pode ser aplicado. Segundo a ANVISA (2003), a curva
analitica representa a relacao entre a resposta do instrumento e a concentracao
conhecida do analito. Desta forma, as curvas analiticas foram construidas
mediante fortificacdo de amostras branco de plasma em seis niveis de fortificacdo
(5, 50, 100, 500, 1000 e 2500 ng mL™"). Apéds a fortificacdo, as amostras foram
submetidas ao processo de extragdo utilizando MISPE como preparo de amostra.
Um esquema geral, com apontamentos das principais etapas envolvidas neste

preparo de amostra é ilustrado pela Figura 11.14.

400 pL Plasma Humano *d Compostos da matriz
0 +L H.0 *t Analito de interesse
1000 pL H,
3 mL MeOH
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Figura Il.14 — Esquema geral da etapa de preparo de amostra utilizando MISPE
para extracdo de omeprazol de plasma humano.

A linearidade é determinada pela habilidade do método em fornecer
resultados que sao diretamente proporcionais as concentracdes do analito dentro
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da faixa linear da curva analitica e é expressa pelo coeficiente de regressao linear.
A ANVISA (2003) preconiza que o coeficiente de correlagéo linear deva ser igual

ou superior a 0,98. Os resultados obtidos foram superiores a 0,99.

A sensibilidade é um parametro que descreve como a resposta do detector
varia em funcéo da concentracdo do analito, e foram expressas pelos coeficientes
angulares das retas (inclinagdes) obtidas das regressbes lineares das curvas

analiticas.

As curvas analiticas obtidas para a quantificacdo de omeprazol em plasma
humano usando o método MISPE-LC-MS/MS em trés dias diferentes estao
apresentadas na Figura 1l.15. Considerando a linearidade e a dispersao dos
resultados, fica comprovada a adequagdo do método desenvolvido para a faixa
linear de trabalho de concentragcdes de omeprazol em plasma humano de 5 a
2500 ng mL™".

1,4x10°
1,2x10°
1,0x10°

8,0x10*

B Y= 79286 +51,97*X (r=0,99986)
® Y =-128,87 +50,73*X (r=0,99913)
Y =1090,09 + 50,88*X (r=0,99919)
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Area do Pico
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Figura I.15 — Curvas analiticas obtidas para a determinacdo de omeprazol em
plasma humano utilizando o método MISPE-LC-MS/MS em trés dias diferentes.
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> Limite de Deteccao (LD)

O limite de deteccéo (LD) é a menor quantidade ou concentracdo do analito
na amostra que pode ser diferenciada, de forma confiavel, do zero (THOMPSON
et al., 2002) ou do ruido de fundo (ANVISA, 2003). De modo geral, o LD é definido
como sendo a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode
ser detectada, porém nao necessariamente quantificada, sob condicbes

experimentais estabelecidas.

O limite de detecc¢ao foi determinado a partir da razdo sinal/ruido igual a 3,
no tempo de retengdo do omeprazol, em amostras branco de plasma humano (n =
3). O resultado obtido, apresentado como valor médio das replicatas, foi de 1 ng

mL™".

» Limite de Quantificacao (LQ)

A definicdo segundo a IUPAC (THOMPSON et al., 2002) para o limite de
quantificacao (LQ) é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais
estabelecidas. A ANVISA (2003) cita que o LQ pode ser obtido por meio da
analise da amostra branco adicionada de concentracdes decrescentes do analito
até o menor nivel quantificavel com precisao e exatidao aceitaveis. Propoe, ainda,
para o estabelecimento do LQ o emprego da razao de 5:1 para o sinal e ruido da

linha de base.

Desta forma, o limite de quantificacao (LQ) foi determinado nos tempos de
retencdo do omeprazol, em amostras branco de plasma humano (n = 3). O limite
de quantificagdo selecionado foi de 5 ng mL™", o qual apresentou razao sinal/ruido
de = 25.
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> Precisao

Segundo a IUPAC (THOMPSON et al., 2002), a precisao corresponde ao
grau de concordancia de resultados de testes independentes obtidos sob
condi¢cOes estabelecidas e € expressa pela estimativa do desvio padrao (s) ou
estimativa do desvio padrao relativo (RSD). Para a validacdo de métodos em um
unico laboratério (single-laboratory validation), que é o enfoque proposto neste
trabalho, duas etapas sado relevantes para esse parametro: (i) precisao intra-
ensaio: sob condi¢cdes de repetibilidade, descreve as variagbes observadas
durante analises em um curto espagco de tempo; e (ii) precisdao inter-ensaios:
descreve 0 grau de variagdes observadas em diferentes condi¢cbes (geralmente

em dias diferentes).

Assim, como a IUPAC (THOMPSON et al, 2002), a ANVISA (2003)
também subdivide o parametro precisdo em intra- e inter-ensaios. Recomenda
para a composi¢cdo dos ensaios, a selecdo de pelo menos trés diferentes
concentracbes; um minimo de cinco determinacbes para cada concentracao
analisada (n =5). Expressando em termos de coeficientes de variacao (CV), a
ANVISA (2003) recomenda que os resultados ndo excedam 15 % de CV (exceto

para o limite de quantificacdo, o qual ndo deve exceder 20 % do CV).

A precisdo obtida foi avaliada em situagdo de intra- e inter-ensaios. A
precisao intra-ensaios foi obtida para quatro niveis de concentracdo, mediante
fortificacao de plasma branco, analisadas em quintuplicatas (n = 5), em um mesmo
dia, pelo mesmo analista, no mesmo equipamento, e os resultados obtidos,
expressos como a estimativa dos desvios padrdo relativos (RSD), sao
apresentados na Tabela II.3.

A precisao inter-ensaios foi obtida para quatro niveis de concentracao,
mediante fortificagdo de plasma branco, analisadas em quintuplicatas (n = 5) e
realizadas em trés dias diferentes (n = 3). As andlises foram realizadas pelo
mesmo analista, no mesmo equipamento, e o0s resultados obtidos, s&o

apresentados na Tabela I1.3.
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Os niveis de concentragéo utilizados nos ensaios de precisao foram: limite
de quantificagdo (5 ng mL™), controle de qualidade baixo — CQB (10 ng mL™),
controle de qualidade médio — CQM (800 ng mL™) e controle de qualidade alto —
CQA (2000 ng mL™).

Como pode ser visto na Tabela 1l.3, os resultados de preciséo intra- e inter-

ensaios foram inferiores a 15 %, conforme recomendado pela ANVISA (2003).

> Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacao ao valor verdadeiro, usando um procedimento
experimental para uma mesma amostra por repetidas vezes (THOMPSON et al.,
2002). Pode ser obtida mediante: (i) uso de material de referéncia certificado
(MRC), (ii) comparacdao de métodos ou (iii) ensaios de recuperacdo (MILLER &
MILLER, 1993).

A exatiddo do método desenvolvido no presente trabalho foi avaliada
mediante testes de recuperacdo, com amostras branco de plasma humano
fortificadas com omeprazol em concentragbes correspondentes ao limite de
quantificagdo - LQ (5 ng mL™), controle de qualidade baixo — CQB (10 ng mL™),
controle de qualidade médio — CQM (800 ng mL™) e controle de qualidade alto -
CQA (2000 ng mL™), repetidos em cinco vezes (n = 5). Os resultados obtidos,
transformados em porcentagem da quantidade conhecida de omeprazol apéds
desenvolvimento do procedimento de extracao, sdo apresentados na Tabela II.3.
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Tabela 11.3 — Parametros de validacdo do método de determinagdo de omeprazol
em plasma humano por MISPE-LC-MS/MS.

LQ CQB cQaMm CQA
(5 ng mL™) (10 ng mL™) (800 ng mL™) (2000 ng mL™)
Exatidao RSD Exatidao RSD Exatidao RSD Exatidao RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
?.:a-(?) 119 112 107 68 104 21 102 16
Dia 02 101 11,1 109 3,2 101 1,5 102 1,1
(n=5)
?‘a 053; 105 10,4 105 4.9 101 0,9 100 1,9
n=
Média 3
dias 108 125 107 5,1 102 20 102 1,7
(n =15)

11.5.6 Aplicacao do Método

O meétodo MISPE-LC-MS/MS foi aplicado na determinagdo de omeprazol
em plasma de 3 voluntarios de estudo farmacocinético. As amostras foram
cedidas pela UNIFAG — Unidade Integrada de Farmacologia e Gastroenterologia e
0 acesso a quaisquer informacdées acerca do nome comercial e dose do
medicamento utilizado, ou dos voluntarios envolvidos no estudo foram mantidos

em segredo devido a propriedade de informacao da empresa acima citada.

Com acesso apenas a informacao do tempo de amostragem, foi possivel a

construcdo de curvas da concentracao plasmatica versus tempo. (Figura 11.16).

A concentragao plasmatica maxima observada (Cmax) € 0 tempo para atingir
este nivel maximo (Tmax), foram obtidos diretamente das curvas de concentragcao

versus tempo. Estes valores estdo apresentados na Tabela I1.4.
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Figura 11.16 — Curva de concentracao plasmaticaversus tempo de trés voluntarios
de um estudo farmacocinético.

Tabela I1.4 —-Pardmetros farmacocinéticos obtidos através da curva de
concentracao plasmatica versus tempo.

Parametros Farmacocinéticos

Cmax (ng mL™) Tmax (h)
Voluntério 01 687,4 2,00
Voluntério 02 625,0 2,00
Voluntéario 03 643,8 1,75
Média 652,1 £ 32,0 1,92+0,14
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1.6 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste capitulo é possivel concluir que:

» O polimero de impressao molecular, sintetizado a partir do omeprazol como
molécula molde, 4-vinilpiridina como mondmero funcional, etileno glicol
dimetacrilato como reagente de ligagdo cruzada, 2'2’azo-bis-isobutironitrila como
iniciador radicalar e como solvente porogénico a mistura de tolueno:MeOH
(50:50), foi capaz de reconhecer molecularmente oomeprazolpresente em

solucdes de diferentes concentracdes em metanol.

» A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (HPLC-MS/MS) apresentou-se com exceléncia na determinacdo de

omeprazolem todas as etapas deste trabalho.

» Os polimeros MIP e NIP apresentaram caracteristicas quimicas
semelhantes (FT-IR e RMN) e caracteristicas morfolégicas distintas, onde o
polimero impresso apresentou area superficial e volume de poro maiorque o NIP.
Porém, o MIPapresentou um didmetro de poro maior que o MIP.

» O preparo de amostras utilizando MISPE apresentou-se de forma
satisfatoria para extragdo do omeprazol em plasma humano, onde em alguns

procedimentos testados foi obtida uma eficiéncia de extracdo em torno de 100 %.

» O polimero MIP foi seletivo apenas para o omeprazol, quando testada sua
seletividade frente aos analogos estruturais pantoprazol e lansoprazol.

» O método MISPE-LC-MS/MS desenvolvido é adequado para a quantificagdo de
omeprazol em plasma humano, apresentando os parametros de validagdo conforme

preconizados pela ANVISA.
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CAPITULO Il

MISPE-MS/MS PARA
DETERMINACAO DE COCAINA EM
URINA HUMANO
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lil.1 Introducao

A Quimica Forense € o ramo das ciéncias forenses voltado para analise de
substancias diversas em matrizes tais como drogas licitas e ilicitas, venenos,
acelerantes e residuos de incéndio, explosivos, residuos de disparo de arma de
fogo, combustiveis, tintas, fibras, dentre outros (PASSAGLI, 2009).

As substancias psicotrépicas, normalmente derivadas de plantas, sao
usadas pela humanidade na busca de experiéncias religiosas ou mesmo de prazer
e bem estar desde suas origens. Tais drogas atuam no sistema nervoso central
(SNC), modificando o humor, a consciéncia, os sentimentos, as sensacoes, 0
estado de vigilia. Porém, o uso abusivo, inconsequente e indiscriminado é um
fenbmeno mais recente e cada vez mais disseminado nas sociedades
contemporaneas (GOWING et al., 2002).

As substancias quimicas comumente usadas como drogas de abuso e que
determinam drogadicao, isto €, que causam dependéncia psiquica e fisica, podem
ser classificadas em trés grandes classes de acordo com a sua principal agao no
SNC: depressores do SNC, onde estdo incluidos os barbituricos, opidides e o
etanol; perturbadores do SNC, onde encontram-se as drogas alucinégenas como
o LSD, psilocibina, mescalina e canabindides;e estimulantes do SNC, incluindo a
cocaina, crack, anfetaminas e anorexigenos (PASSAGLI, 2009).

Uma das drogas de abuso mais abordada na toxicologia forense, quer seja
no monitoramentodo uso de drogas ilicitas no tratamento da toxicodependéncia,
quer seja na justica criminalou nos programas de testes de drogas no local de
trabalho, é a cocaina, objeto de estudo deste capitulo.
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l1l.2 Cocaina

A cocaina (Figura lll.1) é um alcaldide utilizado como droga, encontrado
nas folhas do arbusto Erythroxylum coca, com efeitos anestésicos e cujo uso
continuado pode causar outros efeitos indesejados como dependéncia,
hipertensao arterial e disturbios psiquiatricos (JANICKA et al., 2010).

Figura lll.1-Estrutura quimica da cocaina.

A cocaina vendida como p6 hidrossoluvel (cloridrato de cocaina) tem sua
composicao variavel, pois geralmente encontra-se modificada com aditivos como
acucares (glicose, lactose) e sais de baixo custo (bicarbonato de sédio, carbonato)
e com aditivos adulterantes como anestésicos locais (lidocaina, benzocaina e
procaina) e estimulantes como a cafeina. As vias de administracdo mais comuns
do cloridrato de cocaina sao a via intravenosa e intranasal e mais raramente por
via oral que, quando utilizada, se d4 geralmente coma ingestdo de bebidas
alcodlicas destiladas. Na forma de cloridrato, ndo é possivel fumar a cocaina, pois,
além de n&o volatilizar, decompde-se em altas temperaturas (PASSAGLI, 2009).

A cocaina na forma de base livre, conhecida como crack, pode ser fumada,
tendo em vista que esta forma volatiliza-se a 90 °C. Quando aquecida permite que

seus vapores sejam inalados no ato de fumar, proporcionando assim uma
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velocidade de absorgdo muito alta devido a exposi¢céao da superficie pulmonar, que
€ altamente vascularizada (PASSAGLI, 2009).
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Figura Ill.2 — Principais metabdlitos da cocaina. Cocaetileno (COE), norcocaina
(NOR), benzoilecgonina (BZE), éster metilecgonina (EME) e ecgonina (ECG).
Adaptado de JANICKA et al., 2010.

A biotransformacao da cocaina ocorre por duas vias metabdlicas distintas
(Figura 111.2): hidrdlise (n&o enzimatica ou enzimatica com esterases) e oxidagéo
com oxidases. A hidrélise ocorre no sangue e tecidos enquanto a oxidagao ocorre
principalmente no figado. Os principais metabdlitos de hidrélise sao éster
metilecgonina (EME) e benzoilecgonina (BZE). A ecgonina (ECG) é um produto de
hidrolise ndo enzimatica de EME e/ou hidrélise enzimatica de BZE. A via oxidativa

promove a N-desmetilacdo da cocaina, onde o principal produto € norcocaina
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(NOR). A ingestdo de alcool combinada com a administracdo de cocaina resulta
na transesterificacdo hepatica da droga na forma de cocaetileno (COE). Quando o
crack é fumado, além dos produtos de biotransformagéo da cocaina, outro produto
aparece, o éster metilanidroecgonina (AEME), produto que se forma pela pirélise
da cocaina no ato de fumar (SHAKLEYA et al., 2010; JANICKA et al., 2010).

Devido a meia-vida bioldgica da cocaina (0,5 a 1,5 h) ser muito curta, sua
deteccdo como droga de abuso é geralmente baseada na determinagédo de seu
principal metabolito BZE, que apresenta uma meia-vida de 5 a 8 h. A urina € uma
matriz biol6gica que apresenta uma alta janela de deteccdo, onde se pode
encontrar BZE até 3 a 5 dias ap6s o consumo (JAGERDEO et al., 2008).

As técnicas analiticas utilizadas na identificagcdo e quantificagdo de cocaina
em matrizes bioldgicas sédo divididas em dois grupos: técnicas de triagem, onde as
mais comuns sdo a cromatografia de camada delgada (CCD) e radioimunoensaio
(RIA); e técnicas confirmatoérias, as quais sdo baseadas nas cromatografias
gasosa e liquida acopladas a espectrometria de massas (MOODY et al., 2004;
SERGI et al., 2009; BJJRK et al., 2010; CHIUMINATTO et al., 2010; COGNARD
et al., 2005).

O pré-tratamento da amostra de urina € estritamente necessario para
eliminar espécies interferentes de matriz (substancias endégenas como proteinas
e espécies ndo volateis), as quais podem gerar resultados falso-positivos, bem
como para pré-concentrar os analitos de interesse e reduzir o efeito de matriz
(supressao/superestimativa do sinal i6nico quando técnicas cromatograficas
acopladas a espectrometria de massas sado usadas). A extracao liquido-liquido,
extracao em fase sélida off-line e online séo as técnicas mais utilizadas (KWORK
et al., 2010; MAQUILLE et al., 2009; ROBANDT et al., 2008). A SPE online é a
estratégia de escolha para melhorar a detectabilidade do método, diminuir o tempo
de anadlise e pré-tratamento, e para aumentar o nimero de amostras analisadas
no mesmo tempo.
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Em vista destes fatos, propde-se sintetizar um polimero de impressao
molecular adotando a cocainacomo molécula molde e avaliar a potencialidade
deste material como fase estacionaria em SPE online. O MISPE sera empregado
no preparo de amostras na determinacdo de cocaina e metabdlitos em urina
humana. Uma busca na literatura mostrou que ainda nao foram publicados
trabalhos utilizando polimeros de impressaomolecular no preparo de amostras

contendo cocaina.

l11.3 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente capitulo foi sintetizar polimeros de impressao
molecular para serem utilizados no preparo de amostra para a determinacao de

cocaina em urina humana por MS/MS.

Os objetivos especificos compreenderam:

> Sintetizar e caracterizar polimeros de impressdo molecular, através da

técnica de polimerizacao “in bulk’ utilizando a molécula de cocaina como molde.

» Desenvolver um método de determinacéao de cocainae seus metabdlitos em

urina humana por MS/MS utilizando MISPE online como preparo de amostra.

» Avaliar o reconhecimento molecular dos metabdlitos de cocaina presentes

na urina pelo polimero sintetizado.

» Aplicar o método MISPE-MS/MS na determinagé&o de cocaina e metabdlitos

em urina de usuarios.
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1.4 PARTE EXPERIMENTAL

lll.4.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Todas as solugoes
foram preparadas utilizando agua deionizada. Os reagentes, solu¢des e acidos
empregados estdo descritos a seguir: Cocaina e solugdes de benzoilecgonina e
cocaetileno foram gentilmente cedidas pela Policia Civil do estado de Sao Paulo.
Lidocaina, acido metacrilico (MAA), etileno glicol dimetacrilato (EGDMA) e 2,2’-
azo-bis-iso-butironitrila (AIBN) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Alemanha).
Metanol e acetonitrila, ambos grau HPLC, foram adquiridos da J.T. Baker (EUA).
Acido acético (CoH402) e acido férmico (CH»02) foram adquiridos da Synth
(Brasil).

111.4.2 Amostras

O Laboratério de Toxicologia do Centro de Controle de Intoxicacbes da
UNICAMP gentilmente cedeu 10 amostras de urina de pacientes que
apresentaram resultado positivo no teste de triagem para cocaina. As amostras

foram armazenadas a - 20 °C até sua analise.
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l11.4.3 Sintese do Polimero de Impressao Molecular

O MIP foi sintetizado a partir de cocaina (0,25 mmol) como molécula
molde,acido metacrilico (MAA)(1,25 mmol) como monbémero funcional, etileno
glicoldimetacrilato (EGDMA) (6,25 mmol) como reagente de ligacdo cruzada e
ACN (2,0 mL) como solvente porogénico. O iniciador radicalar utilizado foi 2,2 azo-
bis-iso-butironitrila (AIBN) (0,25 mmol). A polimerizacao foi “in bulk’, onde apds a
adicdo dos reagentes numa ampola de vidro, a mesma foi sonicada por
aproximadamente 10 minutos, seguida pela remog¢ao do O, mediante atmosfera
de Nz por 5 minutos e posterior aquecimento através de um banho de silicone a 60
°C por 24 h. Ao término deste periodo, foi obtido um sélido, o qual foi triturado e
peneirado (malha de 100 um).O material foi entdo transferido para cartuchos de
SPE (vazios) contendo frit e entdo lavado com MeOH:H3CCOOH (7:3v/v) até que
as aliquotas recolhidas estivessem livres da molécula molde (cocaina). Por fim, os
polimeros foram secos em uma estufa a 100 °C por um periodo de

aproximadamente 12 h, e guardados em dessecador.

Polimeros de controle (NIP) também foram sintetizados, utilizando as
mesmas condi¢cées descritas anteriormente, exceto pela ndo adicdo da molécula

molde no meio reacional.

111.4.4 Medidas de Infravermelho

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) foram
obtidos em pastilhas de KBr 1% no intervalo espectral de 4000 a 500 cm™,
utilizandoum espectrofotdmetro FIT-IR Bomem MB Series (Canada), modelo B100,

em resolucdo de 4 cm™ e uma taxa de 20 varreduras por minuto.
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l11.4.5 Medidas de Ressonancia Magnética

As medidas de ressonancia magnética nuclear de '*C empregando as
técnicas de polarizacdo cruzada e angulo magico de rotacdo (C'® CP-MAS NMR)
foram feitas em um equipamento Bruker Avance Il (Alemanha) de 400 MHz com
tempo de contato de 3 us e intervalo de acumulagdes de 3 s. No caso do MIP, o

nuamero de acumulacgdes foi de 985 e para o NIP, 1784.

l11.4.6 Medidas de Microscopia Eletrénica de Varredura

Para as andlises de microscopia eletrénica de varredura (MEV) as amostras
foram dispersassobre uma fita de carbono condutora com dupla face
(3M™)previamente fixada sobre um porta amostra de latdo.Em seguida foram
recobertos com um filme condutor de ouro até a espessura de 12 nm utilizando-se
um metalizador Balzers, modelo MED 020 da Bal-Tec. O microscépio eletrénico de
varredura utilizado foi um JEOL LV-JSM 6360 (Japao) operando em voltagem de
15 keV.

I11.4.7 Medidas de Area Superficial Especifica (Sger)

Para obter a extensao da superficie dos MIPs sintetizados, foram medidas
as areas superficiais. Para tanto, utilizou-se o método de BET (Brunauer-Emmett-
Teller), que baseia-se na determinagdo do volume de nitrogénio adsorvido a
diversas pressodes na temperatura do nitrogénio liquido (IIER, 1979).
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As medidas de porosimetria de sor¢ao de nitrogénio foram realizadas em
um ASAP 2010 da Micromeritics (EUA) adotando-se temperatura maxima de até
200 °C.

111.4.8 Medidas de Volume Especifico e Diametro Médio dos Poros

As medidas de volume especifico e didmetro médio dos poros foram
realizadas em um ASAP 2010 da Micromeritics (EUA) adotando-se temperatura

maxima de até 200 °C.

I11.4.9 Sistema MISPE online

Uma suspenséao de polimero MIP (25mg) em MeOH foi transferida para um
corpo de coluna cromatogréfica (10 x 4,6 mm) com auxilio de uma seringa. Apds o
preenchimento completo da coluna, o sistema foi fechado. Esta “coluna” contendo
o polimero MIP acoplada a um sistema de injecao de amostra e a um sistema de
deteccdo, onde no caso deste trabalho foi a espectrometria de massas, é
denominada MISPE online.

111.4.10 Determinacao de Cocaina por MS/MS

A determinacdo da cocaina foi realizada utilizando um sistema HPLC
Alliance Waters, modelo 2695 (EUA) constituido de um sistema de bombeamento
quaternario e um sistema de injecao de amostra. O sistema HPLC foi acoplado a
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um QTrap LC-MS/MS System AB Sciex (Canada) com fonte de ionizagao por

electrospray.

A ionizacao por electrospray foi obtida trabalhando no modo positivo. Os
parametros instrumentais utilizados foram: curtain gas (N2) a 25 psig; gas
nebulizador GS1 e GS2 a 15 e 10 psig respectivamente; temperatura de
dessolvatacdo (TEM) a 400 °C; gas de dissociagdo (CAD) a 6 unidades de uma
escala arbitraria do equipamento; e voltagem do ionspray (IS) a 5500 V. O QTrap
foi utilizado no modo MRM (monitorizagao de reagdes multiplas, do inglés Multiple
Reaction Monitoning) considerando as transi¢cdes da cocaina pré-estabelecidas.

A fase moével empregada foi composta de H.O (A) e 30 % HCOOH em
MeOH (B) sob as condicées de gradiente reportadas na Tabela lll.1. A velocidade
do fluxo foi 2,0 mL min™. O volume de injecéo foi 10 uL. O tempo total de corrida

foi de 4 minutos.

Todos os resultados foram processados e analisados pelo software

Analyst®, versdo 1.5 (AB Sciex, Canada).

Tabela Ill.1 — Programacao dos eluentes utilizados no MISPE ;jine-MS/MS.

Tempo (min.) A (%) B (%) valvula etapa envolvida
0,00 100 0 QTrap MS/MS condicionamento
0,01 - 1,00 100 0 descarte extracao
1,01 - 3,00 0 100 QTrap MS/MS eluicao
3,01 —4,00 100 0 QTrap MS/MS condicionamento

*A (%) — H20 e B (%) — 30 % HCOOH em MeOH.
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1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

111.5.1 Infravermelho com Transformada de Fourier

Os espectros de FT-IR, obtidos em pastilhas de KBr, para os polimeros MIP
e NIP sdo mostrados na Figura Ill.3. Novamente ndo sdo observadas diferencas

no que diz respeito a composi¢cao quimica.
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Figura lll.3 — Espectros de FT-IR (KBr) do MIP e NIP.

As bandas encontradas nos espectros da Figura Ill.3 sdo as seguintes:

v 3448 cm’' - deformagdo axial de O-H em ligacdo hidrogénio

intermolecular.
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v’ 2956/1995 cm” — deformacdo axial de C-H dos grupos metila e

metileno.
v 1727 cm™ — deformacéo axial de C=0 dos grupos carboxilicos.
v' 1635 cm™ — deformagéo axial de C=C dos grupos vinila.
v' 1449/1480 cm™ — deformag&o angular de C-H do grupamento metileno.
v' 1393 cm™ — deformacao angular de C-H devido o grupamento t-butila.
v’ 1264/1156 cm™' — deformac&o axial de ésteres (COO).
v 955 cm’ — deformagso angular fora do plano de O—-H.

v’ 749cm™ — deformagao angular fora do plano de C-H.

I11.5.2 Ressonancia Magnética Nuclear de *C

Como pode ser visto na Figura 1ll.4, ambos os espectros apresentaram o

mesmo perfil, reafirmando assim a igualdade quimica dos dois materiais.

- - v T ' | T
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Figura IIl.4 — ®C CP-MAS NMR do MIP (a) e NIP (b).
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I11.5.3 Microscopia de Varredura Eletronica

As micrografias mostram nitidamente que os dois materiais apresentaram
morfologias diferentes, uma vez que o polimero MIPapresentou-se mais granulado

e poroso do que o polimero de controle (Figura IlII.5).

MIP NIP

oL

Figura Ill.5 — Imagem de microscopia de varredura eletrénica dos polimeros MIP e
NIP. Aumento de 40000 x.

I11.5.4 Porosimetria de Sorcao de Nitrogénio

A diferenca na porosidade dos materiaisfoi confirmada através dos ensaios
de porosimetria de sorcdo de nitrogénio, empregando o método de BET. Na
Tabela lll.2, pode ser observado que o polimero MIP apresentou uma maior area
superficial se comparado ao NIP.

A alta porosidade exibida pelo polimero MIP pode ser atribuida a presenca
de mesoporos (SPIVAK, 2005), o que contribui ndo s6 para o reconhecimento
molecular, mas também, para processos adsortivos.
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Tabela Ill.2 — Porosimetria dos polimeros MIP e NIP.

Polimero Area Superficial Volume do Poro  Diametro médio
(m?%g) (cm®g) do Poro (A)
MIP 364,6 0,6 64,4
NIP 213,6 0,6 75,6

l11.5.5 Determinacao de cocaina por MS/MS

Inicialmente, com o objetivo de se confirmar a massa nominal do analito, foi
realizada a injecdo de uma solucdo de cocaina (50 ng mL"'em MeOH) através de
uma bomba de seringa no espectrémetro de massas. Utilizando a funcao Scan MS
e operando o equipamento em modo positivo, foi obtido o espectro de massas da
solucao de cocaina em questdo. Apos esta etapa, foi realizada a fragmentacao da
molécula, a fim de escolherem-se as transicdes que seriam utilizadas na
identificacdo e quantificacdo da cocaina nas andlises em urina humana, utilizando
o modo MRM. A Figura lll.6 apresenta a rota de fragmentacédo proposta Figura
l1l.7 ilustra a fragmentagéo da cocaina.
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Figura Ill.6 - Proposta de rota de fragmentag&o da cocaina.
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Figura lll.7 — Espectro de fragmentag¢édo da cocaina.

A partir destes resultados, foram selecionadas as transigcbes de
identificacdo e confirmacdo da cocaina nas analises quantitativas utilizando o
modo MRM. As transicbes selecionadas foram 304>182 e 304>105,

respectivamente.

Utilizando-se os parametros citados no item lll.4.10, foi possivel realizar a

quantificacdo da cocainanas préximas etapas do estudo.
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l11.5.6 Aplicacao do Método MISPEonline-MS/MS

Ap6s a etapa de otimizacdo dos parametros para a utilizacdo do
MISPEonline-MS/MS na determinagcdo de cocaina, curvas analiticas foram
construidas mediante fortificacdo de amostras branco de urina no intervalo de

concentracdo de 10,0 a 1000,0 ng mL™".

As curvas analiticas obtidas para a quantificagdo de cocaina em urina
humana usando o método MISPEonline-MS/MS em trés dias diferentes estédo
apresentadas na Figura Illl.8. Considerando a linearidade e a dispersao dos
resultados, fica comprovada a adequagdo do método desenvolvido para a faixa
linear de trabalho de concentragbes de cocaina em urina humana de 10 a 1000 ng

mL™".
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m Y =38503+54,61X (r=0,99932)
® Y =357,82+5505X (r=0,99912)
Y =511,06 + 54,18 X (r = 0,99929)
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Figura IlIl.8 — Curvas analiticas obtidas para a determinacdo de cocaina em urina
humana utilizando o método MISPEonline-MS/MS em trés dias diferentes.
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Foram analisadas 10 amostras de urina de pacientes que apresentaram
resultado positivo no teste de triagem. Estas amostras foram gentilmente cedidas

pelo departamento de toxicologia do Centro de Controle de Intoxicagcées da

UNICAMP.

Utilizando a fungcao Scan MS e operando o equipamento em modo positivo,
foi obtido o espectro de massas de uma das amostras de urina de paciente, a qual
foi diluida na proporg¢éao 1:100 em MeOH. Na Figura IlIl.9 podemos visualizar todos
0os principais metabdlitos da cocaina , benzoilecgonina - BZE (m/z 290) e
cocaetileno — COE (m/z 318) presentes na amostra em questéo, além da presenca

do interferente lidocaina (m/z 235) e da propria cocaina (m/z 304).
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Figura II.9 — Espectro de amostra de urina analisada por Scan MS.Amostra
diluida 1:100 (MeOH).
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Esta mesma amostra foi analisada utilizando-se o método MISPEonline-
MS/MS. A Figura llIl.10 apresenta o espectro obtido apds a amostra de urina
passar pelo MISPEonline, onde pode-se visualizar a presenga da cocaina
juntamente com seus metabdlitos benzoilecgonina e cocaetileno. Porém, o
interferente lidocaina ndo pode ser visualizado. Nota-se também que o espectro

apresenta menos interferentes de matriz, fazendo com que a intensidade do sinal

obtido seja maior.
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Figura 11.10 — Espectro de amostra de urina analisada pelo método MISPEonline-
MS/MS.

Este resultado sugere que o polimero MIP sintetizado seja capaz de
reconhecer molecularmente a molécula de cocaina e também seus metabdlitos.

Desta foram, testes de seletividades foram efetuados.
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v' Seletividade

A seletividade do MIP foi avaliada analisando-se amostras de urina humana
fortificadas com cocaina, seus metabdlitos benzoilecgonina e cocaetileno, a partir
de solugbes em MeOH. A seletividade da lidocaina também foi analisada, pois
apesar desta ndo ser um andalogo estrutural, € uma das principais estruturas
responsaveis pelo resultado “falso-positivo” dos testes colorimétricos para
identificagdo de cocaina. Os testes de seletividade foram conduzidos para os
polimeros MIP e NIP utilizando-se as condi¢des citadas no item 111.4.10. A Figura
.11 e ll.12 apresenta as fragmentagcdes dos metabdlitos benzoilecgonina e
cocaetileno, respectivamente e a Figura Ill.13 apresenta a fragmentacao do

interferente lidocaina.
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Figura Ill.11 — Espectro de fragmentacdo da benzoilecgonina.
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A partir destes resultados, foram selecionadas as transicbes de
identificagdo destas moléculas utilizando o modo MRM. As transi¢coes
selecionadas foram 290>168 para o metabdlito benzoilecgonina, 318>196, para o
metabdlito cocaetileno e 235>86 para o interferente lidocaina. As analises foram

efetuadas utilizando-se os parametros citados no item 111.4.10.

A Figura lll.14 compara os resultados obtidos apds a extracdo das
amostras de urina contendo cocaina, os metabolitos benzoilecgonina e

cocaetileno, pelos polimeros MIP e NIP.
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Figura 11.14 — Espectro no modo MRM correspondente a extracdo de amostra de
urina contendo cocaina, os metabdlitos benzoilecgonina e cocaetileno, utilizando
os polimeros MIP e NIP.
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A comparagdo entre o0s espectros mostra 0 sucesso da impressao
molecular pelo polimero impresso sintetizado. O sinal obtido para a cocaina apos
a extracao utilizando o polimero de controle € menos intenso, se comparado ao
sinal obtido apés extracdo com o MIP, confirmando assim que ocorreu a
impressdo molecular. Nota-se também que houve o reconhecimento molecular
dos metabdlitos benzoilecgonina e cocaetileno pelo polimero MIP, enquanto o
polimero de controle apresentou minima retencao para os metabdlitos, sugerindo
assim que esta ocorreu por interacdes nao-especificas. Desta forma, pode-se

concluir que o polimero impresso sintetizado é seletivo para a molécula de
cocaina e seus metabdlitos benzoilecgonina e cocaetileno.

A Figura lll.15 apresenta o comportamento das moléculas lidocaina e
cocaina durante o método MISPEonline-MS/MS.
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Figura IIl.15 — Monitoramento das moléculas cocaina e lidocaina durante o
método MISPEonline-MS/MS.
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Observa-se que ap6s a inje¢cdao da amostra o sinal da lidocaina € constante
e logo apoés este sinal apresenta um decaimento, 0 que coincide com a etapa de
lavagem do MISPE. Nota-se que enquanto o sinal da lidocaina vai decaindo, outro
sinal vai surgindo. Este sinal nada mais é do que a cocaina que estava retida no
polimero de impressao durante a etapa de lavagem sendo detectada na etapa de
eluicdo. Desta forma, pode-se afirmar que o interferente lidocaina € eliminado da

andlise durante a etapa de lavagem do MISPE.

v Repetibilidade

A fim de comprovar a capacidade do polimero MIP de fornecer um
resultado confiavel apds varias etapas de utilizacdo, foram efetuadas varias
injecdes do limite de quantificagdo (10 ng mL™") do método MISPEonline-MS/MS
para determinacdo de cocaina em urina humana (Figura Ill.16) utilizando-se os

parametros citados no item 111.4.10.
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Figura Il1.16 — Sinais MRM de multi-injegdes do limite de quantificagdo em matriz
(10 ng mL™") pelo método MISPE online-MS/MS.
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v' Anélise de Amostras de Pacientes

As amostras de urina de pacientes provenientes do Centro de Controle de
Intoxicagdo da UNICAMP foram entdo avaliadas quanto a presenca de cocaina e
metabdlitos benzoilecgonina e cocaetileno; e quando da presenca de cocaina, foi
efetuada sua quantificacao.

A Tabela lll.3 apresenta os resultados obtidos para a concentracdo de

cocaina encontrada nas amostras de urina, bem como os metabdlitos detectados.

Tabela 11.3 — Resultados obtidos pelo método MISPEonline-MS/MS para cocaina
e metabolitos em urina de usuarios.

Amostra Cocaina (ng mL™) Metabolitos detectados
A1 17,0+£1,2 BZE
A2*? 15552 +£29 BZE
A3*° 4895,0 +27,5 BZE
A4*? 1217,7 £ 6,1 BZE, COE
A5 ND BZE, COE
A6 15,9+1,2 BZE, COE
A7 31,5+1,9 BZE, COE
A8 ND ND
A9 ND ND
A10*¢ 32312,7 + 57,8 BZE, COE

BZE — benzoilecgonina, COE — cocaetileno, *— diluicdo 1:5, *°— diluigdo 1:10, *¢ —
diluicdo 1:100, ND — n&do detectado.
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De acordo com dados apresentados na Tabela Ill.3, observa-se que em
algumas amostras nado foi possivel quantificar a cocaina, pois a mesma
encontrava-se numa concentracdo abaixo do limite de quantificacdo do método,
porém seu metabdlito majoritario, a benzoilecgonina, estava presente,
confirmando assim o resultado positivo dos testes de triagem. Porém, duas
amostras ndo apresentaram sinais de cocaina e seus metabdlitos, sugerindo
assim serem amostras “falso-positivo” devido a presencga do interferente lidocaina
nestas amostras. A Figura Ill.17 apresenta o espectro da amostra A8 antes da
analise pelo método MISPEonline-MS/MS, confirmando a presenca de lidocaina e

assim justificando o resultado positivo no teste de triagem.

3987 1488

1308
799 279.0
—_
[72]
(o B4 1003
&)
N
Py g 17710 235.1
g e 710
S
7]
c 1o nsof || ieeo 450
-Idé - ' 1629 0.0
- 2. o4 2.0 T ECl
ok 2171 273 %61
i i I 185.0
94 ‘ 4R 1 o al 9.\27129 2
F i ik o i 10 oIl P
] .D ’ ui i w-| I U 19.0
ki 1 LI f i ] et
g e 1
il ’ |
1.086
a0 120 160 200
m/z
Figura .17 - Espectro da amostra A8 antes da analise pelo método
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111.6 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste trabalho € possivel concluir que:

» O polimero de impressao molecular, sintetizado a partir do &acido
metacrilico, etileno glicol dimetacrilato, 2’2’azo-bis-isobutironitrila, cocaina como
molécula molde e como solvente porogénico ACN, foi capaz de reconhecer

molecularmente a molécula de cocainapresente em amostras de urina.

» Os polimeros MIP e NIP apresentaram caracteristicas quimicas
semelhantes (FT-IR e RMN) e caracteristicas morfolégicas distintas, onde o
polimero impresso apresentou area superficial maiorque o NIP. Em contrapartida,
este apresentoudiametro e volume de poro maior do que o MIP.

» A extracdo em fase sélida molecularmente impressa acoplada a
espectrometria de massas(MISPEonline-MS/MS) apresentou-se como uma técnica
satisfatéria para concentracdo e posterior quantificacdo de cocainaem urina

humana.

» O MIPscina apresentou seletividade para a molécula de cocaina e para seus
metabdlitos benzoilecgonina e cocaetileno.

» A etapa de lavagem do método MISPEonline-MS/MS foi suficiente para
eliminar o interferente presente nas amostra, a lidocaina, uma das principais
estruturas responsaveis pelo resultado “falso-positivo” dos testes colorimétricos

para identificacao de cocaina.

> O método MISPEonline-MS/MS desenvolvido foi adequado para a
identificacdo e quantificacdo de cocaina e na identificacdo dos metabdlitos

benzoilecgonina e cocaetileno em urina humana.
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