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RESUMO

Na primeira etapa deste trabalho, o objetivo foi determinar, através de métodos
computacionais, 0 melhor método de sintese de um polimero molecularmente impresso (MIP)
para o tramadol (TRM). Utilizando-se a analise energética dos processos de formacdo dos
complexos de pré-polimerizacdo, foi possivel determinar qual seria o melhor monémero
funcional (MF), a melhor estequiometria entre MF e a molécula molde (TRM). Além disso, um
importante parametro para a sintese de um MIP, o solvente, também teve sua influéncia
estudada. Os resultados obtidos mostraram que o melhor MF para a sintese de um MIP para o
TRM é o é&cido acrilico, em estequiometria 1:3 (TRM:MF). J& em relacdo ao solvente, o
cloroférmio se mostrou o mais adequado para esta sintese. De acordo com os resultados obtidos,
foi possivel perceber que as ligacdes de hidrogénio sdo de extrema importancia na formacao dos

complexos e também na estabilidade destes.

Ja a segunda parte deste trabalho consistiu no desenvolvimento e otimizacdo de um
método para a separacdo dos enantibmeros do TRM por eletroforese capilar. Desse modo, foram
estudadas a natureza do background electrolyte (BGE) e sua concentracdo, o tipo de
ciclodextrina, que atua como seletor quiral, e a sua concentracdo. Os resultados obtidos
mostraram que a natureza e concentracdo do BGE possuem influéncia significativa no
eletroferograma obtido, e os melhores resultados foram obtidos com o BGE fosfato 125 mol L™.
Em relacdo as ciclodextrinas e sua concentracao, das cinco ciclodextrinas avaliadas, apenas duas
se mostraram eficazes na separacdo dos enantibmeros de TRM. A carboximetil-p-ciclodextrina
foi eficaz na separacdo dos enantibmeros, e quando utilizada na concentracdo 2,925 mM
apresentou curtos tempos de andlise (entre 13 e 14 min) assim como boa resolucdo (Rs = 2,17).
Apesar disso, a B-ciclodextrina sulfatada se mostrou muito mais eficaz na separacdo, quando
utilizada também em baixa concentracdo (5,850 mM). As analises apresentaram tempos curtos
de analise (entre 11 e 12 min) e 6tima resolucdo (Rs = 7,09). Assim, a B-ciclodextrina sulfatada
foi determinada como sendo a ciclodextrina ideal para este trabalho. Em relagédo ao estudo
computacional desta segunda parte, foram estudados os possiveis complexos entre as duas
ciclodextrinas eficazes na separacgéo (carboximetil-B-CD e B-CD sulfatada) e os enantidmeros do
TRM. Foi realizada a andlise energética e estrutural dos processos de formacgdo dos complexos
com o objetivo de se determinar qual a ordem de migracdo de cada enantibmero e como
aconteceria o reconhecimento quiral, respectivamente. Os resultados obtidos mostram que, com

a carboximetil-B-CD, a diferenca de energia entre os complexos varia entre 3 e 9 kcal, 0 que



possibilita a discriminacdo quiral, mas ndo de forma tdo eficaz. Ja quando utilizada a -
ciclodextrina sulfatada, a diferenca de energia entre os complexos varia entre 8 e 29 kcal, o que
possibilita uma separacdo mais efetiva dos enantibmeros, resultando em picos mais resolvidos
nos eletroferogramas obtidos. Além disso, através do estudo computacional foi possivel
determinar que empregando a carboximetil-B-CD o enantiobmero RR-TRM apresenta menor
tempo de migracdo. Ja quando se utiliza a B ciclodextrina sulfatada, 0 enantibmero com menor

tempo de migracdo € 0 SS-TRM.

Finalmente, os resultados obtidos comprovam que a separacdo e a ordem de migracéo
dos enantiémeros € algo que esta diretamente relacionado com a concentragéo e o tipo de seletor
utilizado, respectivamente. Além disso, o estudo computacional dos sistemas, possibilitou uma
ideia do mecanismo responsavel pela distingdo quiral, explicando melhor os resultados obtidos

experimentalmente.



ABSTRACT

In the first stage of this work, the aim was to determine, by computational methods, the
best synthesis conditions of a molecularly imprinted polymer (MIP) for tramadol (TRM).
Through energetic analysis of the formation process of the pre-polymerization complexes, it was
possible to determine which was the best functional monomer (FM) and the adequate
stoichiometry between FM and the target molecule (TRM). Besides that, and important
parameter of a MIP synthesis, the solvent, also had its influence studied. The obtained results
showed that the best FM for this synthesis is acrylic acid, in stoichiometry 1:3 (TRM:FM).
Regarding the solvent, chloroform was determined as the best solvent for this synthesis.
According to the obtained results, it was possible to understand that hydrogen bonds are

extremely important in the complexes formation and stability.

The second part of this work consisted in the development and optimization of a method
for the separation of the enantiomers of TRM, by capillary electrophoresis. Thereby, it was
studied the nature of the background electrolyte (BGE) and its concentration, the kind and
concentration of cyclodextrin, which acts as a chiral selector. The results show that the nature
and concentration of the BGE have great influence in the obtained electropherogram, and the
best results were obtained with the BGE phosphate 125 mM. In relation to cyclodextrins and its
concentration, of the five tested cyclodextrins, only two were effective in the separation of TRM
enantiomers. The carboxymethyl--CD showed higher effectiveness when used in a low
concentration (2.925 mM), presenting short analysis time (between 13 and 14 min) and a good
resolution (Rs = 2.17). Nevertheless, the sulfated B-cyclodextrin was more appropriate in this
study. When used in low concentration (5.850 mM), it presented a short time of analysis
(between 11 and 12 min) and a great resolution (Rs = 7.09). Therefore, the sulfated -
cyclodextrin was determined as the ideal chiral selector in this work. In relation to the
computational study of this second part, the possible complexes between the TRM enantiomers
and the two cyclodextrins cited above. An energetic and structural analysis of the formation
process of the complexes was made, aiming to determine which TRM enantiomer was
responsible for each peak in the electropherogram and how the chiral discrimination happened,
respectively. The obtained results show that with the carboxymethyl-p-cyclodextrin the energy
difference between the complexes vary between 3 and 9 kcal, what enables the chiral

discrimation, but not in a very effective way.



When the sulfated B-cyclodextrin was used, the energy difference between the
complexes vary between 8 and 29 kcal, what enables a more effective separation of the
enantiomers, resulting in more resolved peaks in the electropherogram. Furthermore, by the
computational study, it was possible to determine that with the carboxymethyl-p-cyclodextrin the
enantiomer with shorter migration time is the RR-TRM. In the case of sulfated -cyclodextrin,

the enantiomer with shorter migration time is the SS-TRM.

These results show that the separation and the enantiomer migration order are directly
related to the concentration and type of the chosen chiral selector, respectively. Besides that, the
computational study of the system provided an idea of the responsible mechanism for the chiral

distinction, providing a better explanation for the obtained experimental results.
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Capitulo 1:
Investigacéo estrutural e energética do processo de formacao de um

polimero molecularmente impresso para tramadol



1. INTRODUCAO

A determinacdo de farmacos e drogas de abuso em material biolégico tem se mostrado
cada vez mais importante em diversos contextos, como monitoramento de doping em atletas,
toxicologia forense e clinica, entre outras [1]. As amostras bioldgicas mais analisadas sdo urina,
cabelo, soro e sangue, pois a coleta é relativamente simples e ha grandes quantidades disponiveis
de amostra. Alguns outros tipos de amostra biolégica como saliva, lagrimas, bile, mecénio,
também aparecem na literatura, porém, em menor quantidade, devido a dificuldade de coleta.
Para realizar estas analises, faz-se necessario o uso de técnicas como a eletroforese capilar (CE),

a qual resulta em ensaios répidos, seletivos e sensiveis [1].

Sabe-se que matrizes bioldgicas sdo altamente complexas e apresentam proteinas,
carboidratos e lipideos, além de uma enorme quantidade de moléculas menores e de diversas
polaridades e volatilidades. Devido a essa variedade de constituintes, € extremamente necessario
0 desenvolvimento de uma metodologia de preparo da amostra, a qual permita a extragéo, o
isolamento e a concentracdo dos analitos encontrados em matrizes complexas, uma vez que ndo é
recomendavel a injecdo da amostra no sistema de analise sem o preparo, seja ele cromatogréafico

ou eletroforético [2].

1.1. Preparo de amostras

O preparo da amostra é uma parte critica do processo analitico e ndo deve ser
desprezado. A Figura 1.1 apresenta uma proposta da divisdo de tempo gasto nas etapas basicas
de uma analise quimica e também de possiveis fontes de erro. Todas essas etapas, cada uma com
sua relevancia, devem ser consideradas na obtenc&o de resultados confiaveis. E possivel notar na
Figura 1.1 que o preparo da amostra é a etapa que demanda maior tempo para ser realizado e
uma das técnicas mais conhecidas e aplicadas para esta finalidade é a extracdo em fase sélida
(SPE). Alem da SPE, ha outras técnicas empregadas no preparo de amostra, como a extracdo
liquido-liquido (LLE), a extracdo por fluido supercritico (SFE) (utilizada na descafeinacdo do
café), filtracdo, entre outras [2].

Proposta inicialmente na década de 70, a SPE é uma técnica de preparo de amostra de
extrema importancia em andlise toxicoldgicas, especialmente para analitos presentes em baixas
concentracdes [3]. A SPE consiste basicamente na passagem de um liquido em fluxo por uma

fase extratora (FE), normalmente um solido, imobilizado em um cartucho ou coluna, e que



através de diferentes mecanismos (adsorc¢&o, troca i6nica, exclusao, particdo) de interacdo com o

analito, permite a purificacdo da amostra.

Figura 1.1. Tempo gasto em cada passo necessario em procedimentos analiticos. Adaptado da
ref. [4].

Os materiais constituintes da FE ndo podem ser considerados filtros, apesar de serem
normalmente porosos, pois as moléculas do analito ndo séo filtradas, e sim retidas por adsor¢édo

ou outros mecanismos a FE. Um esquema simplificado da SPE é mostrado na Figura 1.2 [5].

Reservatorio
para a amostra

) <:| Fase solida
Discos para a extratora
retencio da fase —

sélida

Figura 1.2. Esquema simplificado de uma coluna para SPE. Adaptado da ref. [3].



A grande vantagem da SPE, em relacdo as outras técnicas de preparo de amostras, se
deve ao fato de que ela permite a realizacdo simultdnea de duas tarefas: a purificacdo da amostra
e a pré-concentragdo ou enriquecimento do analito, através da passagem de grandes volumes de
amostra pela FE, a qual retém os analitos de acordo com sua polaridade, permitindo a passagem

de compostos enddgenos presentes na amostra, encaminhados posteriormente ao descarte [3].

Uma das éareas que mais tem atraido a atencdo de pesquisadores ¢ o estudo da
composi¢ao da FE na SPE. Alguns autores afirmam que para que este material sorvente seja
adequado, ele deve permitir a rapida adsorcao e reprodutibilidade de quantidades definidas dos
componentes de interesse presentes na matriz [6]. Por outro lado, Fritz [7] estabelece que o
material sorvente deve obedecer essencialmente a trés condi¢des: (i) uma quantidade alta e
reprodutivel deve ser extraida pelo solido constituinte da FE; (ii) os analitos, uma vez adsorvidos
a FE, devem ser facilmente eluidos por um solvente ou solu¢ao de composi¢ao determinada, ou
seja, o processo de adsor¢do deve ser reversivel; (7ii) o material deve ser poroso com grande area
superficial, livre de impurezas, apresentar estabilidade perante a matriz e os solventes de elui¢cdo
utilizados, além de uma boa superficie de contato com a amostra analisada [7,8]. Nesse contexto,
uma proposta alternativa para a composicdo da FE na SPE sdo os polimeros molecularmente

impressos (MIP’s).

1.2. Polimeros Molecularmente Impressos

A impressdo molecular ¢ uma técnica capaz de produzir polimeros dotados de sitios
especificos de reconhecimento, estericamente moldados a partir de uma molécula molde ou
molécula alvo — por exemplo, um farmaco de interesse [9]. Tais polimeros sdo chamados de
polimeros de impressdo molecular ou polimeros molecularmente impressos (molecularly

imprinted polymers - MIP).

A ideia basica de formacdo dos MIP’s ¢ a tentativa de se reproduzir FE’s altamente
seletivas, comparéveis a alta seletividade de moléculas biologicas, tais como as enzimas. A alta
seletividade dos MIP’s ¢ observada devido a presenga da molécula alvo na sintese do polimero,
que, ao final, deve ser retirada, deixando livre a cavidade seletiva formada durante a

polimerizacao [5]. O processo de sintese dos MIP’s pode ser dividido nas seguintes etapas:

o Iniciagdo: Nesta etapa, primeiramente ¢ formado o chamado complexo de pré-
polimerizacdo entre a molécula molde e as moléculas de mondmero funcional (MF).

Posteriormente, ocorre a formagao de um radical livre, o que resulta no inicio da reacdo. Com a
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formagao do primeiro radical livre, esses complexos pré-formados sdao unidos, formando a cadeia

polimérica.

o Propagacdo: esta etapa ¢ caracterizada pela continua adi¢do de monomeros funcionais a

cadeia polimérica, levando a formag¢ao de complexos em diferentes razdes molares.

o Terminagdo: etapa final da sintese ocorre quando ha a formacao de uma ligacdo covalente

inativa [2];

o Remogdo da molécula molde: por meio de sucessivas lavagens com solventes ou solugdes
apropriadas, a molécula molde deve ser retirada da cadeia polimérica. A ndo remoc¢ao ou
remogao incompleta dessa molécula pode ser uma fonte de erro, causando lixiviagdo do analito

em analises subsequentes, gerando resultados incorretos [3].

A Figura 1.3, mostrada abaixo, representa um esquema geral da preparacdo de um MIP.

o o s

Monomero |
i < — o
Molécula molde E

B Ll

7 Retirada da
7 u/ ISII,

Polimerizacao

molécula molde

Figura 1.3. Esquema representativo das etapas na sintese do MIP. Adaptado da ref. [5].

Algumas variagdes podem ser encontradas na sintese dos MIP’s, que podem ser
classificadas quanto a sua natureza, sendo ndo covalente, covalente e de sacrificacdo espacial

[10].

Os MIP’s ndo covalentes usam o mesmo tipo de interagdes que os sistemas de
reconhecimento molecular biologicos (por exemplo, ligagdes de hidrogénio, interagdes

eletrostaticas e interagdes -7 stacking). A interacdo entre o MF e a molécula molde possui
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natureza ndo covalente durante a sintese e durante a religacdo. Os MF’s utilizados podem ter

caracteristicas acidas, basicas ou neutras [11].

A impressdao molecular covalente distingue-se pelo uso de moléculas molde que se
ligam covalentemente a um ou mais MF [12]. A ligacdo entre a molécula molde ¢ o MF ¢
formada antes da polimerizagao, por isso ¢ chamado de complexo de pré-polimerizagao. Como
apenas estdo presentes ligagdes covalentes, a heterogeneidade ¢ baixa e embora este tipo de
impressdo apresente um maior grau de especificidade, esta ¢ limitada pela capacidade da
molécula molde conseguir estabelecer ligacdes covalentes com o MF e pela facilidade com que

esta ligacdo ¢ rompida.

A sintese semi-covalente combina a impressdao covalente com a nao-covalente. Quando
a molécula molde ¢ clivada do polimero, ¢ deixado para trés, no local de clivagem, um grupo
funcional capaz de se ligar de forma ndo-covalente a molécula alvo [2,13,14]. Os diferentes
métodos de sintese dos MIP’s apresentam distintas vantagens e desvantagens, que devem ser
levadas em consideracdo, ¢ dependendo da aplicacdo do material, o método de sintese mais
apropriado deve ser escolhido. Como relatado na literatura [15], o método de sintese covalente
ndo ¢ o mais indicado, pois possui aplicacdo restrita a poucos analitos € podem ser necessarias
condigdes extremas para a quebra da ligacao entre o MF e a molécula molde. Desse modo, a
sintese ndo-covalente se destaca, pois, as interagcdes entre MF e molécula molde sdo rompidas
facilmente e os polimeros obtidos podem ser aplicados a todos os tipos de analitos. Apesar disso,
esta metodologia também apresenta desvantagens, como a distribui¢do nao homogénea dos sitios
de ligagdo pela rede polimérica. Juntamente com o MIP, deve ser sintetizado também o NIP
(polimero nao-impresso, non imprinted polymer) o qual, possui sintese idéntica ao MIP, exceto
pelo fato de ndo ser utilizada a molécula molde, resultando em um polimero comum, sem sitios
seletivos, o que ¢ testado posteriormente através da comparacdo dos resultados obtidos em

analises com o MIP ¢ NIP [15-16].

1.3. Abordagem tedrica de MIP’s

Como abordado na secdo anterior, o primeiro passo para a formacdo de um MIP é a
formagdo de um complexo entre a molécula molde e o MF, que pode ocorrer por ligacdes
covalentes ou ndo-covalentes. Nesse sentido, a analise termodindmica dessas reacGes de

complexacéo, sob a influéncia de um solvente, pode fornecer informagdes valiosas e essenciais,



como AE e AG, que ajudam na compreensdo dos mecanismos de reconhecimento molecular do

polimero.

Apesar do procedimento de sintese de MIP’s ser relativamente simples e de haver na
literatura uma grande variedade de informacGes sobre os diversos tipos de mondmeros
funcionais, a otimizacdo deste processo de sintese requer estudos envolvendo a estequiometria
ade