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RESUMO

Os anticonvulsivantes sao farmacos bastante utilizados no tratamento da epilepsia.
Todavia, sua periculosidade é elevada, visto que ha uma grande proximidade entre a
faixa terapéutica e a dose téxica. Assim sendo, a avaliacao do perfil cinético dessa
classe de substancias € imprescindivel. Entretanto, analisar substancias em fluidos
biol6gicos ndo é uma tarefa trivial visto que os analitos estdo imersos em matrizes
complexas, sendo necessaria uma preparacdo da amostra para retirada de
interferentes. Uma opc¢ao interessante para realizar extragbes diretas é trabalhar
com materiais que possuam a capacidade de reter compostos de baixo peso
molecular e ao mesmo tempo excluirem proteinas da amostra, como é o caso dos
nanotubos de carbono de acesso restrito (RACNTSs). Neste trabalho, foi realizada a
sintese dos RACNTs por meio do recobrimento dos CNTs comercial com albumina
de soro bovino (BSA) para posteriormente utiliza-los como adsorventes (coluna
extratora) em um sistema de Cromatografia Liquida multidimensional em modo
column switching, para analise direta de fenobarbital, carbamazepina e primidona
em plasma sanguineo humano. Os modelos de quimissorcdo e Sips foram os que
melhores se ajustaram aos dados experimentais nos estudos cinéticos e de
equilibrio, respectivamente. A analise dos cromatogramas obtidos permitiu identificar
todos os compostos de interesse devido aos bons valores obtidos de resolucéao de
pico. A faixa analitica testada foi de 2 e 40 ug mL' (R? > 0,99). O limite de
quantificacédo foi de 2 ug mL"' para todos os farmacos, ao passo que o limite de
deteccdo assumiu um valor igual a 0,1 uyg mL". Com relagdo a precisdo (intra e
intercorrida) e exatidao (intra e intercorrida) os analitos apresentaram valores
inferiores a 15% e entre -15 e 15%, respectivamente. O método proposto mostrou-se
eficiente na extracdo e separacdo de farmacos anticonvulsivantes em amostras

reais, o que sinaliza sua possivel utilizacdo na monitorizacao terapéutica.

Palavras-chaves: Nanotubos de carbono. Materiais de acesso restrito.
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Anticonvulsivantes.



ABSTRACT

Anticonvulsivant are drugs often used in the treatment of the epilepsy. However, their
danger is high, whereas there is a close proximity between the therapeutic range with
the toxic dose. Therefore, the evaluation of the kinetic profile of this class of drugs is
essential. But, analyze substances in biological fluids is not a trivial task because the
analytes are immersed in complex matrices, making it necessary to sample
preparation for removal of interfering. An interesting option to make direct extractions
is to work with materials that having the capacity to retain low molecular weight while
excluding the sample proteins, such as the restricted access carbon nanotubes
(RACNTS). In this work, was made the synthesis of RACNTs by recoating of CNTs
commercial with bovine serum albumin (BSA) to subsequently use them as
adsorbents (extraction column) in a multidimensional Liquid Chromatography system
in column switching mode for direct analysis of phenobarbital, carbamazepine and
primidone from human blood plasma. The models of chemisorption and Sips were
the best fitted to the experimental data in kinetic studies and equilibrium,
respectively. It was possible to identify all compounds of interest in the obtained
chromatograms, due to the good values of peak resolution. The analytical curve
ranges from 2 to 40 mg L' (R? > 0.99) for all the analytes. The limit of quantitation
was of 2 mg L for all drugs, while the limit of detection assumed values equal to 0.1
ug mL'. Concerning precision (within and between-day) and accuracy (within and
between-day) the analytes presented values less that 15% and between -15 and
15%, respectively. Additionally, the proposed method was efficient in the extraction
and separation of anticonvulsivants drugs from real samples, being possible its use
in therapy monitoring.

Key words: Carbon nanotubes. Restricted Access Materials. High Performance
Liquid Chromatography. Anticonvulsivants.
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1 INTRODUCAO

Analisar substancias em fluidos biol6gicos nao € uma tarefa trivial visto que os
analitos estdo imersos em matrizes complexas, sendo, portanto, necessario uma
preparacao da amostra antes da efetivacdo da analise para retirada de interferentes,
como por exemplo, proteinas (XU et al., 2010). Entretanto, o processo de preparo de
amostras, por envolver etapas anteriores a analise que vao desde uma simples
diluicdo até a solubilizacdo parcial ou total, € responsavel pelo aumento do erro
experimental, além de contribuir para a baixa repetibilidade e alta frequéncia
analitica (OLIVEIRA, 2003). Dessa forma, o ideal em um protocolo analitico € que se
realizem analises diretas de amostras ndo tratadas.

Neste contexto, os materiais de acesso restrito (RAMs) surgem como uma
alternativa. Estes materiais, por sua vez, sdo porosos € permitem a passagem de
pequenas moléculas que ficam retidas em uma camada interna da coluna
cromatografica enquanto as maiores sdo excluidas pela camada externa (VINTILOIU
et al., 2005). Visando a melhoria das extracdes diretas, o trabalho em conjunto dos
RAMs com nanotubos de carbono (CNTs) em sistemas cromatograficos do tipo
column switching tem-se se mostrado bastante promissor.

Sabe-se que os CNTs possuem elevada capacidade adsortiva, sendo,
portanto, frequentemente utilizados em extragcdées em fase solida (SPE) (WEN et al.,
2014). Recentemente, os CNTs de camadas multiplas foram modificados pela
insercdo de uma camada de albumina bovina entrecruzada, resultando em
nanotubos de carbono de acesso restrito (RACNTs) (BARBOSA et al., 2015). Esses
materiais foram capazes de extrair cadmio diretamente da amostra nao tratada, e ao
mesmo tempo excluir as macromoléculas da mesma.

Dessa forma, acredita-se que o emprego de RACNTs em sistemas column
switching pode ser eficiente e vantajoso na analise direta e simultdnea dos farmacos
fenobarbital (FEN), carbamazepina (CAR) e primidona (PRI) a partir de plasma

sanguineo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo aborda aspectos relacionados a técnica de extracdo em fase
sélida, bem como alguns dos principais adsorventes por ela utilizados, tais como os
nanotubos de carbono e os materiais de acesso restrito. Além disso, € relatada a
sintese de um novo sorvente denominado de nanotubos de carbono de acesso
restrito, assim como sua caracterizagao fisico-quimica, podendo este ser aplicado na
separacao de analitos organicos, como 0s anticonvulsivantes, em sistemas column

switching por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia.

2.1 EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

Em alguns procedimentos analiticos o preparo de amostras é considerado um
ponto crucial para se obter uma anadlise eficiente, partindo-se do pressuposto que
estas etapas objetivam a eliminagdo de algum interferente, uma pré-concentracéao
do analito ou sua conversdo em uma especie de mais facil deteccao (CAMINO-
SANCHEZ et al., 2014; WEN et al., 2014). Neste contexto, a técnica de SPE tem
sido utilizada frequentemente em substituicdo ao método classico de extracao
liquido-liquido (LLE) (RAYNIE, 2010).

Um dos fundamentos da SPE é a particio do analito entre uma fase
estacionaria e uma matriz liquida (PAN et al., 2014). Esse método é mais vantajoso
se comparado as extracoes classicas por ser mais simples, rapido, econémico no
que tange o consumo de solventes organicos e seletivo (FAN et al., 2012; FARAJI et
al., 2012).

De acordo com Jardim (2010), para se efetivar a SPE sdo necessarias as
seguintes etapas:

a) Condicionamento do cartucho de SPE: a primeira etapa a ser realizada € a
ativagdo do material da fase sélida contido no cartucho de SPE. Para isso,
deve ser feita a passagem de um pequeno volume de solvente apropriado
para umedecer o0 sorvente e garantir uma interacdo consistente entre

analito(s) e fase sélida (Figura 1a);
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b) Aplicagdo da amostra: a amostra deve ser percolada pelo sorvente contido no
cartucho de SPE em uma vazao pequena, otimizada e constante (Figura 1b);

c) Lavagem do sorvente (clean up): nesta etapa os interferentes retidos na fase
sélida sao retirados por um solvente que tem o poder de dissolugao suficiente
para dessorver materiais fracamente sorvidos, mas ndo espécies fortemente
sorvidas (Figura 1c);

d) Dessorcdo dos analitos: ao final do processo deve-se percolar o menor

volume de solvente que garanta uma dessor¢cdo dos analitos quantitativa
(Figura 1d).

Figura 1 — Etapas da extragdo em fase sdlida. (a) condicionamento, (b) introducao da
amostra, (c) lavagem do sorvente, (d) dessor¢ao dos analitos.
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Fonte: JARDIM, 2010 (Adaptado).

A eficacia da SPE estd diretamente relacionada ao tipo de sélido utilizado
como sorvente, sendo este o motivo dos inumeros esforcos dedicados ao
desenvolvimento e caracterizacdo de novos materiais adsortivos (AUGUSTO et al.,
2013). No passado, era comum se trabalhar com colunas cromatograficas
recheadas com Cs, Ct1s, materiais que apresentavam um equilibrio hidrofilico-
lipofilico etc. (ALBERTI et al., 2012). Entretanto, atualmente usam-se polimeros de

impressdo molecular (MIP), biosorventes, nanoparticulas e CNTs (IBRAHIM et al.,
2014).
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2.2 NANOTUBOS DE CARBONO (CNTs)

Almejando-se obter o controle sobre os processos industriais em nivel
atébmico e molecular, varios estudos tém sido desenvolvidos ao longo das ultimas
décadas, culminando no surgimento de um novo ramo da Ciéncia: a nanotecnologia
(HERBST; MACEDO; ROCCO, 2004). Varias sdo as possibilidades de materiais
nanométricos, mas um dos principais exemplos sdo 0s nanotubos de carbono
(FILHO; FAGAN, 2007).

Em 1985, Kroto, Smalley e Curl descobrem os fulerenos (KROTO et al.,
1985). Seis anos depois, em 1991, lijima (1991) por meio da pirélise de grafite em
plasma sob atmosfera controlada de hélio sintetiza pela primeira vez os CNTs. Estes
novos materiais se mostraram altamente versateis, transpondo barreiras e cruzando
fronteiras de varias areas, tais como, Fisica, Quimica, Biologia, Ciéncia dos
Materiais e Farmacologia (FILHO; FAGAN, 2007).

Os CNTs sao caracterizados pelo enrolamento concéntrico de uma ou varias
folhas de grafeno (arranjo bidimensional de atomos de carbono sp? em forma de
hexagonos), apresentando uma cavidade oca (Figura 2) (SAITO; DRESSELHAUS;
DRESSELHAUS, 1998; ZARBIN, 2007). Normalmente eles possuem um diametro
variando de poucos angstrons a dezenas de nanémetros, podendo ter comprimento
de alguns centimetros (DAI; MAU, 2001).

Figura 2 — Estrutura de nanotubos de carbono. (a) nanotubos de
parede simples, (b) nanotubos de parede multipla.

Fonte: ZARBIM, 2007.
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Estruturalmente pode-se dividir os CNTs em duas categorias: os nanotubos
de carbono de camada unica (SWCNT - “single-walled carbon nanotubes”) (Figura
2a) e os nanotubos de carbono de camadas multiplas (MWCNT — “multi-walled
carbon nanotubes”) (Figura 2b) (ZARBIN, 2007). Os SWCNTs sao formados por uma
folha de grafeno enrolada onde h& coincidéncia entre dois sitios cristalograficos
equivalentes da rede hexagonal, sendo suas propriedades dependentes do diametro
e angulo quiral ou angulo de helicidade, ® (HERBST; MACEDO; ROCCO, 2004;
FILHO; FAGAN, 2007). Simetricamente, os SWCNT podem ter trés estruturas quirais
diferentes: “armchair’, “zig-zag” e “chiral’ (Figura 3) (TERRONES, 2001). Por outro
lado, os MWCNTSs, que apresentam de 2 a 40 camadas concéntricas com didmetro
variando de 10 a 50 nm e comprimento maiores que 10 micrémetros, tém suas
propriedades relacionadas a quantidade de camadas e diametro interno (ZARBIN,
2007). Essas variacoes estruturais apresentadas pelos CNTs faz com que estes
possuam algumas propriedades diferenciadas, como maior modulo de elasticidade,
transporte de elétrons distintos, alta estabilidade térmica e grande area superficial
(CAl et al., 2003).

Figura 3 — Geometrias dos nanotubos de carbono de
camada simples (SWCNT). (a) armchair,
(b) zig-zag, (c) chiral.

Fonte: EKLUND; HOLDEN; JISHI, 1995.

Atualmente, os CNTs, principalmente os MWCNTSs, tém sido usados como
sorventes em SPE por possuirem elevada capacidade adsortiva
(WEN et al., 2014). Esse fato se justifica por sua elevada area superficial, habilidade
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em estabilizar as interacbes do tipo ™ — ™ e excelentes estabilidades quimica,
mecanica e térmica (LIANG et al., 2014). Ainda de acordo com os autores
supracitados, estas caracteristicas apresentadas pelos CNTs expandem sua
aplicabilidade para SPE tanto para compostos apolares (caso se trabalhe com CNTs
nao-funcionalizados) quanto para compostos polarizados (caso haja uma
funcionalizacdo dos CNTSs).

Yu et al. (2014), por exemplo, desenvolveram um nanosorvente a base de
polietileno glicol modificado magneticamente com CNTs para ser empregado em
SPE, objetivando identificar metilprednisolona em plasma de ratos, por meio de duas
etapas: a primeira consistindo no preparo do nanosorvente e a segunda na analise
biolbgica.

Nota-se que embora os CNTs sejam eficientes na andlise de farmacos, os
mesmos tém sua aplicabilidade limitada em extracdes a partir de fluidos proteicos,
como sangue total, soro e plasma sanguineos pelo simples fato de que eles podem
ser bloqueados pelas proteinas existentes na amostra (ZHOU et al., 2013). Nesse
sentido, uma alternativa para se analisar amostras bioldgicas sem qualquer
interferéncia negativa de macromoléculas é se utilizar de materiais de acesso restrito
(SOUVERAIN; RUDAZ; VEUTHEY, 2004).

2.3 MATERIAIS DE ACESSO RESTRITO (RAMs)

A andlise de substancias contidas em fluidos biolégicos ndo é uma tarefa
simples visto que os analitos estdo dispersos em matrizes complexas, sendo,
portanto, necessaria uma preparacdo da amostra para retirada de interferentes
como, por exemplo, proteinas antes da efetivacdo do procedimento (XU et al., 2010).
Nesse sentido, ha aproximadamente trés décadas foram reportados na literatura
cientifica os primeiros estudos, realizados por Hagestam e Pinkertom (1985),
utilizando-se de adsorventes denominados de materiais de acesso restrito que
extraem moléculas de baixo peso molecular e eliminam as moléculas de alto peso
molecular (SADILEK; SATINSKY; SOLICH, 2007).
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Os RAMSs possuem poros que permitem a passagem de pequenas moléculas
que ficam retidas em uma camada interna da coluna cromatogréafica constituida por
grupamentos hidrofébicos ou outros grupos funcionais enquanto que as maiores sao
excluidas pela camada externa do mesmo que normalmente é composta por grupos
hidrofilicos (LEON-GONZALEZ et al., 2005; VINTILOIU et al., 2005). O tamanho dos
poros varia de 6 a 8 nm (SOUVERAIN; RUDAZ; VEUTHEY, 2004; BOOS; GRIMM,
1999).

A exclusdo dessas macromoléculas pelos RAMs pode ser explicada por dois
fatores: por uma barreira fisica, ou seja, o seu tamanho ser superior ao do poro ou
por uma barreira quimica, podendo esta ser formada por uma rede polimérica
hidrofilica ou por proteinas (HU et al., 2014; WANG et al., 2014) (Figura 4). Segundo
Sadilek, Satinsky e Solich (2007) ha cinco tipos de RAMs que sdo agrupados de
acordo com a natureza da barreira e da estrutura superficial do adsorvente: fases
funcionais mistas e materiais de zona dupla, empacotamento de fase reversa da
superficie interna, fase hidrofdbica protegida, superficies semipermeaveis e

materiais poliméricos.

Figura 4 — Mecanismos de exclusdo de macromoléculas pelos RAMs: (a) barreira fisica,
(b) barreira quimica, (c) recobrimento com proteinas.
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Fonte: SOUVERAIN; RUDAZ; VEUTHEY, 2004.

Devido as suas excelentes propriedades extratoras, os RAMs estdo sendo
utilizados amplamente em andlises cromatograficas para amostras bioldgicas pré-
tratadas (WANG et al., 2014). Hu et al. (2014), por exemplo, analisaram peptideos
do soro humano; Sato et al. (2008) determinaram drogas basicas em plasma; Song
et al. (2014) verificaram a presencga de pesticidas em leite e também distinguiram
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enantibmeros em uma mistura racémica de farmacos em plasma humano. Contudo,
ha de se destacar que estes adsorventes quando empregados em sistemas online
permitem a injecao direta de amostras bioldgicas ndo tratadas (RIEUX et al., 2007).
Nessa perspectiva, o trabalho em conjunto dos RAMs com os CNTs mostra-se
bastante promissor na analise de amostras complexas (GOMES et al., 2016).

2.3.1 Nanotubos de carbono de acesso restrito (RACNTS)

Tentando otimizar extracdes em fluidos biolégicos, Figueiredo et al. (2014)
conseguiram sintetizar um novo adsorvente denominado nanotubos de carbono de
acesso restrito (RACNTSs), onde houve a unificagdo dos beneficios dos CNTs e dos
RAMs. Basicamente a sintese deste material consiste em recobrir CNTs
funcionalizados com camadas de proteinas, no caso, a albumina de soro bovino
(BSA), utilizando glutaraldeido que, nesta circunstancia, atua como um agente de
ligacdo cruzada (BARBOSA et al., 2015) (Figura 5).

Figura 5 — Sintese dos nanotubos de carbono de acesso restrito.
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Fonte: GOMES, 2016.

O mecanismo de exclusdo das macromoléculas contidas nos fluidos
biolégicos se da por meio da repulséo eletrostética, visto que tanto a amostra quanto
a camada de BSA estdo carregadas negativamente (GOMES et al., 2016) (Figura 6).



26

Por ser um material adsorvente novo, a literatura reporta sua aplicabilidade a
compostos inorganicos contidos em soro sanguineo humano, como por exemplo,
Cd?* e Pb?* (BARBOSA et al., 2015; BARBOSA et al., 2016). Contudo, segundo o0s
autores supracitados, a utilizagdo destes materiais pode ser estendida, porém
estudos de adsorcao sobre os mesmos sdo necessarios uma vez que a natureza do
analito interfere diretamente na capacidade adsortiva dos RACNTSs.

Figura 6 — Mecanismo de exclusdo de proteinas pelos nanotubos de
carbono de acesso restrito.
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2.4 ESTUDOS DE ADSORGCAO

O processo fisico-quimico no qual tem-se a transferéncia de um determinado
composto (adsorvato) disperso em um meio fluido, podendo este ser liquido ou
gasoso, para uma superficie soélida (adsorvente) é denominado de adsorgcéo
(SANTOS et al, 2015). Esta pode se da de duas maneiras:
i) quando ha formacdo de interagcdes do tipo ndo covalente entre adsorvato-
adsorvente a adsorgao é fisica, ii) porém quando as forcas envolvidas sdo do tipo
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covalentes a adsorcdo é quimica e, neste caso, as energias envolvidas sao tao
elevadas quanto a de uma ligagdo quimica (DABROWSKI, 2001; CORNELIO,
FERRUA; GUERREIRO, 2004).

A adsorcao por ser um fendbmeno superficial efetiva-se quando o adsorvato
migra do meio fluido, estando este numa concentracdo maior que a do adsorvente,
até a interface fluido-solido, onde a partir dali havera sua difusdo por entre os poros
do material até encontrar os sitios ativos (MCCABE; SMITH; HARRIOTT, 1993).
Entretanto, a area superficial, porosidade, concentracdo inicial do analito,
temperatura, pH, polaridade e natureza do adsorvato/adsorvente sado fatores que
influenciam diretamente na eficiéncia dos processos de adsorcao (GOTTIPATI,
MISHRA, 2010; TERZYK, 2001).

Nesse sentido, de acordo com Foo e Hamedd (2010) para se ter uma melhor
compreensao deste processo € imprescindivel que estudos cinéticos e de equilibrio

sejam efetivados.

2.4.1 Cinética de adsorcao

Os estudos cinéticos de adsorcao para solidos porosos sao realizados com o
intuito de verificar o tempo necessario para que o equilibrio adsorvato-adsorvente
seja alcancado (MORENO-CASTILHA, 2004). Apdés o mesmo ser atingido, calcula-
se a parcela de analito adsorvida pelo material de acordo com a equagédo 1 (DOS
SANTOS et al., 2012):

_ (Co=CpV
m

(1)

onde g (mg g') é a quantidade de adsorvato retida por grama de material, Co (mg L
) a concentracdo de adsorvato inicial em solugédo, Cr (mg L) a concentracao final
de adsorvato em solugéo, V (L) o volume da solugéo do adsorvato e m (g) a massa
de adsorvente. Ha de se ressaltar que em alguns casos € bastante pertinente a
indicacao do percentual em massa de analito adsorvido, sendo este determinado
conforme a equacao 2 (AHMED; DHEDAN, 2012):
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Co— C¢) "100

% Ads = (T (2)

Para se chegar a conclusbes mais precisas a respeito da cinética de adsorcao
utiliza-se de modelos matematicos (Tabela 1) que ao serem aplicados nos dados
experimentais, permitem a tomada de decisbes mais exatas e confiaveis
(CARDOSO et al., 2011).

Tabela 1 — Modelos cinéticos de adsorcao.

Modelos cinéticos

Equacbes nao lineares

Pseudo-primeira ordem

qt = qe[1 — exp(=k;t)]

Pseudo-segunda ordem = Kyt
9 9= T¥ kyqot
- - 1 1
Quimissorgao qe = B Ln(af) + B Ln(t)
Ordem fracionaria qt = qefl — exp[—(kayt) ™AV}
Difus&o intraparticula q: = kigVt+C

Fonte: CARDOSO et al., 2011.

Notas: gr quantidade de analito adsorvido no tempo f Q.. quantidade de analito adsorvido no
equilibrio por grama de material; t tempo de contato; ky: constante de velocidade de
pseudoprimeira ordem; kz: constante de velocidade de pseudosegunda ordem; a: velocidade
inicial de adsor¢do da equagéo de Elovich; B: constante de Elovich relacionada a extensdo da
cobertura de superficie e também para a energia de ativagdo envolvida na quimissorgao;
kav: constante cinética de Avrami; nav: reacdo de ordem fracionaria (Avrami) relacionada ao
mecanismo de adsorgao; kis: constante de velocidade da difuséo intraparticulas.
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2.4.1.1 Pseudoprimeira ordem

O ajuste matematico pelo modelo de pseudoprimeira ordem indica que a taxa
de variacdo da adsorcédo do analito é diretamente proporcional a diferenca entre o
teor adsorvido ao se atingir o equilibrio e a quantidade adsorvida com o tempo de
andlise (SHAWABKHE; TUTUNJI, 2003; KUMAR, 2006).

2.4.1.2 Pseudosegunda ordem

Este modelo apresenta como vantagens em comparag¢do aos demais o fato
de nao requerer parametros prévios, a possibilidade de determinacdo da taxa de
adsorcao inicial assim como da constante da taxa de pseudosegunda ordem e,
principalmente, a mensuracao da capacidade adsortiva (HO, 2006). Segundo Kumar
e Sivanesan (2006) este ajuste € amplamente utilizado em diversos sistemas
guando se analisa todo o tempo de ocorréncia da adsorgao.

2.4.1.3 Quimissorcao

O modelo de quimissorcdo, também conhecido por Elovich, admite que as
interacdes adsorvato-adsorvente sao quimicas, fato este que proporciona tempos
menores para que o estado de equilibrio seja alcancado (ELOVICH; ZHABROVA,
1939). Geralmente é utilizado na descricdo do processo de adsor¢cdo de gases,
contudo, a literatura reporta alguns sistemas sélidos ou mesmo solucées sendo
ajustados por este modelo (HO, 2006). Em ambos os casos, a superficie do material
adsorvente é heterogénea (QIU et al., 2009; WU; TSENG; JUANG, 2009;
BEHNAMFARD; SALARIRAD, 2009).
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2.4.1.4 Ordem fracionéaria

O modelo de ordem fracionaria diferentemente dos demais pressupde a
existéncia de varios mecanismos de adsorcdo que se modificam a medida em que
se efetiva o contato entre o adsorvato e o adsorvente (LOPES et al., 2003). Essa
multiplicidade de mecanismos sugere uma heterogeneidade da superficie do
material, sendo esta indica na expressdo do modelo como o expoente de Avrami
(nav) (GAY et al., 2010).

2.4.1.5 Difusao intraparticulas

O modelo da difusédo intraparticulas permite inferir sobre a resisténcia na
transferéncia de massa do adsorvato pelos sitios ativos do adsorvente (ROYER et
al., 2009). Do ponto de vista mecanistico, pode-se ter trés tipos de difusdo: a
superficial, a externa e a interna (ARIVOLI; HEMA; BARATHIRAJA, 2008). Neste
ultimo caso, a andlise gréfica (gt x t%°) indica se o processo esta acontecendo de

forma linear ou multilinear (SILVA et al., 2016).

2.4.2 Isotermas de adsorcao

Isotermas de adsorcdo sao ferramentas experimentais que permitem estudar
profundamente as formas de adsorcdo dos analitos pelo adsorvente, além de
fornecer uma estimativa da quantidade maxima de adsorvato retida pelo material
(MORENO-CASTILHA, 2004). Essa otimizagdo na extracdo das substancias
acontece a partir do momento em que o sistema entra em equilibrio a uma dada
temperatura (BEHNAMFARD; SALARIRAD, 2009).

A forma das isotermas é bastante variada, entretanto, todas possuem o
mesmo objetivo que é fornecer informagdes para subsidiar a tomada de decisdes
sobre o processo de adsorcdo (MARSH; RODRIGUEZ-REINOSO, 2006). A
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construgdo das isotermas implica na compreensao de modelos matematicos que

podem se pautar nos aspectos de linearidade ou nao linearidade (Tabela 2) (FOO;
HAMEED, 2010).

Tabela 2 — Modelos de isoterma de adsorcao.

Modelos de isoterma Equacbes nao lineares

. _ quLCe
Langmwr Je = m
e

Freundlich Qe = KFCQ/"S

1/ng

; qusCe
Sips Qo= ———2
© 14 K,

_ qsbKCe
Khan ge = T+ DG

Redlich-Pet KrCe de0 < g <1
- = onde
edlich-Peterson Je 1+t aRCE )
K+C
Toth Qo= ———
(aT + Ce) /t

Fonte: FOO; HAMEED, 2010.

Notas: ge: quantidade de analito adsorvido no equilibrio por grama de material; gs: capacidade de
saturagao teorica; Ki: constante de afinidade de Langmuir; Ce: concentragdo de analito no
equilibrio; Kr e nr: constante e expoente do modelo de Freundlich, respectivamente;
Ks e ns: constante e expoente do modelo de Sips, respectivamente; ax e bk: constante e
expoente do modelo de Khan, respectivamente; Kr e ar: constantes do modelo de

Redlich-Peterson; g: expoente do modelo de Redlich-Peterson; Kr e ar: constantes da
isoterma de Toth; t: expoente do modelo de Toth.
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2.4.2.1 Isoterma de Langmuir

O modelo de Langmuir é um classico que consegue descrever inumeras
situacdes, partindo-se do pressuposto de que ele se aplica a processos adsortivos
que ocorrem com formacao de monocamadas em uma superficie homogénea
(LANGMUIR, 1918). Nesse caso, a adsor¢ao se processa no limiar dos sitios ativos
disponiveis, sendo facilitada pela auséncia de interacbes laterais e impedimento
estérico (FOO; HAMEED, 2010). Uma caracteristica marcante deste tipo de isoterma
€ a existéncia de um ponto de saturacdo, indicando que a capacidade adsortiva do
material foi atingida (ROYER et al., 2009).

2.4.2.2 Isoterma de Freundlich

A isoterma de Freundlich indica que a adsorcao dos analitos se da sob uma
superficie heterogénea com a formacdao de multicamadas (FREUNDLICH, 1906). A
heterogeneidade do adsorvente sugere a existéncia de sitios ativos com energias
diferenciadas, o que acaba gerando uma prioridade na ocupacao daqueles sitios de
maior energia, ocasionando, assim, uma queda na forca de ligacéo (LIU; LIU, 2008).
Vale destacar que este modelo é bastante eficiente na descricdo da adsor¢ao tanto
para compostos organicos quanto para aqueles de elevada afinidade pelo carvao
ativado desde que suas concentragcdes assumam valores baixos (FOO; HAMEED,
2010; AHMED; DHEDAN, 2012).

2.4.2.3 Isoterma de Sips

A isoterma de Sips € um modelo intermediario entre os dois descritos
anteriormente que otimiza as suas vantagens e minimiza algumas desvantagens,
como por exemplo, a restricdo que a isoterma de Freundlich possui de ser aplicada a
solutos em baixa concentragdes (GHAZNAVI; FATEMI; JODA, 2012). Por ser um
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modelo misto, o mesmo se aproximara do comportamento de Langmuir e de
Freundlich quando o adsorvato estiver em altas e pequenas concentracoes,
respectivamente (FOO; HAMEED, 2010). Contudo, o ajuste por Sips permite inferir
que a superficie do adsorvente é exclusivamente heterogénea (SILVA et al., 2016).

2.4.2.4 Isoterma de Khan

O modelo de Khan para isoterma é muito aplicavel a substancias aromaticas
adsorvidas por carvao ativado, por exemplo (LIU; LIU, 2008; DONNAPERNA et al.,
2009). Ele consiste numa generalizagdo dos processos adsortivos que ocorrem em
solugdes puras (FOO; HAMEED, 2010).

2.4.2.5 Isoterma de Redlich-Peterson

A isoterma de Redlich-Peterson € altamente precisa se comparada as duas
primeiras descritas nesta sessdo, porém dependente de uma funcéao linear em seu
numerador e de uma exponencial no denominador (REDLICH; PETERSON, 1959).
Por se tratar de um modelo intermediario 0 mesmo engloba caracteristicas mistas
das isotermas de dois parametros: i) em termos energéticos ela se ajusta
satisfatoriamente tanto para superficies homogéneas quanto para heterogéneas; ii)
em altas concentracdes ela tende a se aproximar do modelo de Freundlich, ao passo
gue em baixas concentragcdes do de Langmuir (GIMBERT et al., 2008).

2.4.2.6 Isoterma de Toth

Este modelo ajusta-se perfeitamente a materiais adsorventes cuja superficie é
heterogénea (TOTH, 1971). Devido sua distribuicdo energética ser quase uma
gaussiana os sitios ativos de baixa energia sdo 0s que possuem as energias de
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adsorcao maximas (VIJAYARAGHAVAN et al.,, 2006). A grande vantagem desta
isoterma € de ser aplicavel a sistemas cujo intervalo de concentracao € grande (HO;
PORTER; MCKAY, 2002).

2.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

A cromatografia € uma técnica fisico-quimica de separagdo na qual os
componentes de uma mistura se distribuem em duas fases, a movel e a
estacionaria, sendo a amostra sempre dissolvida na fase mével que posteriormente
€ passada pela fase estacionaria, ocorrendo, dessa forma, interacées entre o(s)
analito(s) e os constituintes da fase estacionaria (SKOOG et al.,, 2006).
Normalmente, a fase estacionaria é composta por substancias que se encontram no
estado sélido, enquanto que a fase moével pode estar nos estados de agregacéao
liguido e gasoso, fato este que fez surgir as mais variadas nomenclaturas para a
técnica, como por exemplo, cromatografia gasosa (GC) e cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997).

A HPLC é uma técnica que esta sendo usada em larga escala por diversos
pesquisadores devido a série de vantagens que possui se comparado as técnicas
tradicionais de cromatografia, tais como, obtencdo de dados tanto qualitativos
quanto quantitativos, alta sensibilidade e a possibilidade de separar espécies nao
volateis e termicamente instaveis (TONHI et al., 2002). Entretanto, deve-se ressaltar
que a HPLC apresenta um elevado custo para ser executada, além de se utilizar de
altas quantidades de solventes e possuir colunas que podem ser sensiveis a
extremas faixas de pH (LOESCHER et al., 2014).

Snyder, Kirkland e Glajch (1997) afirmam que as amostras a serem
analisadas por HPLC podem ser classificadas em inorganicas ou organicas
(incluindo as biolégicas), podendo estas serem subdividas em sélidas, semi-sélidas
(cremes, géis, suspensdes e coloides), liquidas ou gasosas. Diante dessa
diversidade de amostras possiveis de serem tratadas por HPLC, faz-se necessario a
realizacdo de estudos minuciosos sobre o tipo de coluna cromatografica a ser usada
na separacao, ou seja, € preciso compreender como se da a interacdo entre o
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analito e a fase estaciondria e como aperfeicoar sua extracdo (CAMENZULI;
RITCHIE; SHALLIKER, 2013).

2.5.1 Column switching

A técnica de column switching foi desenvolvida para melhorar a separacao de
analitos que se encontram no mesmo fluxo de fase mdvel passando por colunas
diferentes, uma vez que estes, por estarem contidos em matrizes complexas, podem
danificd-las caso sua insercdo proceda sem um pré-tratamento (SNYDER,;
KIRKLAND; GLAJCH, 1997). Normalmente os equipamentos que trabalham com
essa técnica possuem duas colunas de separacdo por onde as amostras serao
carreadas, sendo estas inseridas nas colunas por meio de bombas injetoras (CHEN;
YEN; LEE, 2010). O fluxo de amostra que entra nas colunas € controlado por
valvulas automaticas, assim como os residuos eliminados apés a extragdao (ZHANG
et al., 2014).

Nos sistemas de column switching que se utilizam de uma valvula de seis vias
e duas posicées, os modos de operacdo podem ser em backflush ou foreflush
(Figura 7) (SANTOS NETO, 2007). No modo backflush (Figura 7a), no periodo em
que o sistema estiver na posicdo A, a bomba A impulsionara agua pelo amostrador
rumo a coluna extratora (neste caso, uma coluna RAM) ao mesmo tempo em que a
bomba B injeta fase mével que percorre a coluna analitica; todavia, ao se trocar a
posicao A para a posicao B, a fase mével sera injetada na coluna RAM no seu
sentido inverso, direcionando todos os analitos para o detector; Ja no segundo caso
(Figura 7b), a posicdo A é analoga ao modo backflush, entretanto, aqui temos a
presenca de uma valvula seletora de solventes que ao ser acionada gira o sistema
para posicao B, permitindo a passagem de fase movel pela bomba A que a
impulsiona para a coluna RAM no mesmo sentido que a fase movel anterior, eluindo
todos os analitos que serdo detectados posteriormente (BORGES; FIGUEIREDO;
QUEIROZ, 2015).
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Figura 7 — Modos de operagdo do sistema de column switching (A)
backflush e (B) foreflush, usando uma valvula seletora de seis
vias e duas posigoes.
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Detector UV Detector UV
t '
Descarte Descarte

Fonte: SANTOS NETO, 2007.

Ha de ressaltar que a caracteristica excludente do column switching somada
a escolha adequada de uma boa fase estaciondria sdo as responsaveis pela vasta
aplicabilidade da metodologia pela industria farmacéutica, como por exemplo, em
andlises de farmacos (MORAES et al., 2013).

2.6 ANTICONVULSIVANTES

Pesquisas realizadas na década passada estimam que cerca 1,5% da
populacdo mundial é acometida por epilepsia, uma doenca neurolégica
caracterizada por crises corriqueiras devido a uma excessiva atividade desregulada
do Sistema Nervoso Central (SNC) (COGNATO et al., 2007; DELUCIA et al., 2007).
Browne e Holmes (2001) ja indicavam em seus estudos que cerca de 3 a 4% das
pessoas epilépticas convivem com os sintomas durante toda a vida. Na terapéutica
desta enfermidade € muito comum se utilizar farmacos pertencentes a classe dos

anticonvulsivantes também conhecidos por antiepilépticos (OLIVEIRA et al., 2013).
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Contudo, a aplicabilidade dessas substancias se estende ao tratamento de inUmeros
distarbios neurolégicos e psiquiatricos, ao controle da ansiedade e de dores
neuropaticas (AHMED; SIDDIQI, 2006; ZWANZGER; ESER; RUPPRECHT, 2007;
NASREDDINE; BEYDOUN, 2007).

Diante de uma crise, um anticonvulsivante funcionara suprimindo a rapida e
excessiva acao dos neurdnios, evitando que a convulsao se espalhe pelo cérebro, o
que poderia causar sérios prejuizos ao organismo (DELUCIA et al., 2007). E preciso
destacar que a supressao citada varia de acordo com a classe de farmacos
anticonvulsivantes (GOODMAN; HARDMAN; LIMBIRD, 2006). O mecanismo de
acao dos barbituricos, por exemplo, ocorre por meio da interacdo que ha entre eles e
os receptores GABA presentes nas membranas das células neurais do SNC
(MCNAMARA, 2011).

Atualmente ha uma grande variedade de anticonvulsivantes disponiveis no
mercado que podem ser prescritos como medicagdo por profissionais da saude
(COGNATO et al., 2007). Entretanto, apesar dos beneficios ja descritos sobre esses
farmacos ha de se ressaltar que o seu uso deve ser consciente, visto que 0s
mesmos podem acarretar alguns efeitos colaterais, tais como, constipacao, nauseas
ou vomitos leves, tonturas e sonoléncia (GOODMAN; HARDMAN; LIMBIRD, 2006).
Além dessas implicacbes, é importante destacar que a periculosidade desses
farmacos frente ao consumo desregulado pelas pessoas se da pela proximidade que
ha entre a dose na qual comeca a intoxicagdo e aquela que produz efeitos
terapéuticos desejaveis (OLIVEIRA et al., 2013).

Esta classe de farmacos esta subdividida em trés grupos: os de primeira
geracao (fenitoina, carbamazepina, fenobarbital, diazepam, e valproato de sédio), os
de segunda geracao (lamotrigina, vigabatrina, tiagabine, topiramato e leviracetam) e
os de terceira geracao (pregabalina e gabapentina) (SMITH; WILCOX; WHITE, 2007;
CORDIOLI; GALLOIS; ISOLAN, 2015).

2.6.1 Fenobarbital

O fenobarbital (FEN) (Figura 8) é um farmaco com propriedades
antiepilépticas, sedativas e hipnoéticas, sendo obtido a partir do acido barbiturico pela
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substituicdo de um hidrogénio ligado ao carbono 5 do ciclo por um grupo fenila
(GUERREIRO, 2006). Sua indicagédo se da em crises ténico-clénicas generalizadas,
crises parciais simples, crises convulsivas do periodo neonatal, em criancas e no
tratamento do status epilepticus, de convulsdes febris e da sindrome de abstinéncia
em criangas nascidas de maes adeptas aos opiaceos (VARONA; ESCRIBANO;
MARTIN-CALDERON, 2001; ROCHA; BATISTA; NUNES, 2004).

Figura 8 — Estrutura quimica do fenobarbital.
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Fonte: Do autor.

O FEN age ligando-se ao sitio alostérico no receptor acido a — aminobutirico
(GABA), potencializando a acdo da GABA endbgeno por aumentar a duracao de
abertura dos canais de ions cloreto (GUERREIRO, 2006). A sua meia vida varia de
acordo com a faixa etaria do paciente: no periodo neonatal ela é superior a 100
horas, nas criancas entre 1 e 5 anos é igual a 69 horas e nos adultos varia de 80 a
100 horas, sendo que o apice de sua concentragdo no sangue se da entre 8 e 12
horas (YACUBIAN, 2002; PILAU et al., 2008). Uma caracteristica inerente a este
farmaco € sua estreita faixa terapéutica e elevado grau de toxicidade: concentracoes
plasmatica entre 10 a 25 uyg mL"' causam efeitos benéficos no organismo, porém
concentragdes superiores a 25 ug mL' levam o paciente ao coma e até mesmo a
morte (REPETTO; REPETTO, 2015).

2.6.2 Carbamazepina

A carbamazepina (CAR) (Figura 9) é um farmaco utilizado no tratamento da

epilepsia, da nevralgia do trigémeo, de doengas depressivas e de crises convulsivas
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generalizadas tbnico-clénicas (GOODMAN; HARDMAN; LIMBIRD, 2006).
Estruturalmente, sua molécula é triciclica, sendo derivada do iminoestilbeno com um
grupo carbamil na posicdo 5 (GALVAQ, 2009). Sua descoberta se deu por acaso em
1960 pelo quimico Walter Schindler que objetivava encontrar um composto com
propriedades antipsicéticas semelhantes a clorpromazina (SIMON; BROWN, 2000).

O mecanismo de ag¢do da CAR nao € conhecido em sua totalidade, contudo,
sabe-se que ela estabiliza a membrana do nervo hiperexcitado, fato este que
bloqueia as descargas neuronais repetitivas e diminui a propagacao sinaptica dos
impulsos excitatérios (LIMA, 2002). A meia vida deste farmaco € de 48 horas quando
ingerido em dose Unica, entretanto, este tempo cai drasticamente apdés um uso
prolongado (EUROPEAN PHARMACOPOQOEIA, 2013). Como todo anticonvulsivante,
a CAR apresenta uma alta proximidade entre a janela terapéutica (3 a 10 ug mL") e
a concentragdo sanguinea toxica (superior a 10 ug mL') (REPETTO; REPETTO,
2015).

Figura 9 — Estrutura quimica da carbamazepina.
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Fonte: Do autor.

2.6.3 Primidona

A primidona (PRI) (Figura 10) é um anticonvulsivante utilizado no tratamento
de pacientes acometidos por convulsdes parciais ou tonico-clénicas (GUIMARAES;
MOURA; SILVA, 2006). O uso deste farmaco data dos anos 50, sendo 0s seus
efeitos terapéuticos dependentes de dois metabdlitos ativos: a feniletiimalonamida e
o fenobarbital (LEOD, 2008).

O mecanismo de acao da PRI estad relacionado aos seus metabdlitos,
principalmente ao FEN, logo o mesmo se da pela potencializacdo do GABA, um
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neurotransmissor de inibicdo (ALMEIDA; BERGOLD, 2002). Seu tempo de meia vida
esta entre 5 e 18 horas, sendo este prolongado pela metabolizacdo do FEN e, assim
como os demais anticonvulsivantes ha uma proximidade entre sua faixa terapéutica
(5 a 10 mg L") e a concentracdo toxica (superior a 15 mg L) (GUIMARAES;
MOURA; SILVA, 2006; REPETTO; REPETTO, 2015).

Figura 10 — Estrutura quimica da primidona.

Fonte: Do autor.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral desenvolver um método de andlise
direta dos farmacos anticonvulsivantes fenobarbital, carbamazepina e primidona a
partir de plasma sanguineo humano em um sistema de column switching,
empregando RACNTs como material extrator.

Para que isso fosse possivel, foi necessario alcancar os seguintes objetivos
especificos:

e Sintetizar os RACNTSs;

e Avaliar o desempenho do RACNTs em termos de extragdo dos analitos em
plasma sanguineo humano e exclusao de proteinas;

e Realizar estudos cinéticos e de equilibrio a respeito da capacidade adsortiva
dos RACNTSs para o farmaco primidona;

e Otimizar as condi¢cdes cromatograficas para separacao de FEN, CAR e PRlI;

e (Otimizar as condi¢cdes de um sistema column switching, empregando colunas
de RACNTSs para a andlise direta de FEN, CAR e PRI em plasma sanguineo
humano;

e Validar a metodologia de acordo com os parametros linearidade, precisao,
exatidao, limite de quantificacao e limite de deteccéo;

e Aplicar o método em andlises de amostras reais.
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4 MATERIAIS E METODOS

Nesta sessdo ha um detalhamento sobre os equipamentos, reagentes,
sintese e caracterizacdo dos RACNTSs, otimizagdo das condicées cromatograficas,
coleta de amostras e validacao do método.

4.1 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos e acessorios utilizados sao listados a seguir:

e Vidrarias apropriadas;

e Freezer (Brastemp®, Brasil);

o Sistema Milli-Q (Millipore®, EUA);

e Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu®, Jap3o);

e Coluna C1s (250 mm x 4,6 mm) (Macherey-Nagel®, Alemanha);

e Balanca analitica (Shimadzu®, Japao);

¢ Potencidmetro (Quimis®, Brasil);

e Bomba a vacuo (New Pump®, EUA);

¢ Filtro de celulose (Millipore®, EUA);

e Lavadora ultra-sénica, modelo USC2800A (Unique®, Brasil);

e Estufa S.E. (Fanem®, Brasil);

¢ Manta aguecedora (Fisatam®, Brasil);

e Cartucho de SPE (Supelco®, EUA);

e Manifold (Lida®, EUA);

¢ Micropipetas (Peguepet®, Brasil; Digipet®, Brasil);

e Seringa de injecéo (Hamilton®, EUA);

e Agitador vortex (Fanem®, Brasil);

e Centrifuga (Novatecnica®, Brasil);

e Materiais de coleta de sangue: apoio para brago (Imer®, Brasil), garrote (Labor
import®, Brasil), agulha (Greiner Bio-one®, Brasil), adaptador para agulha
(Injex®, Brasil) e tubo com heparina (Greiner Bio-one®, Brasil).
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4.2 REAGENTES, PADROES E SOLVENTES

Os reagentes, padrdes e solventes utilizados sao listados a seguir:
e Fenobarbital (2 99%) (Sigma-Aldrich®, Alemanha);
e Carbamazepina (2 98%) (Sigma-Aldrich®, Alemanha);
¢ Primidona (= 99%) (Sigma-Aldrich®, Alemanha);
e Hidantoina (= 97,5%) (Sigma-Aldrich®, Alemanha);
e Metanol grau HPLC (Sigma-Aldrich®, Alemanha);
¢ Nitrogénio gasoso (White Martins®, Brasil);
e Agua ultra pura (Millipore®, EUA);
» Fosfato monopotassico (Microbioquimica®, Brasil);
¢ Acetonitrila grau HPLC (Merck®, Alemanha);
e Hidréxido de sédio (Vetec®, Brasil);
¢ Nanotubos de carbono de mdltiplas camadas (Sigma-Aldrich®, EUA);
e Acido nitrico (Vetec®, Brasil);
e Albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich®, Alemanha);
o Fosfato de sédio monobasico (Cinética Quimica®, Brasil);
» Fosfato de sédio dibasico (CAAL®, Brasil);
¢ Glutaraldeido (Sigma-Aldrich®, Alemanha);
e Borohidreto de sédio (CAQ®, Brasil);

e Acido cloridrico (Exodo Cientifica®, Brasil).

4.3 PREPARO DE SOLUCOES

As solucbes estoque de FEN, CAR, PRI e hidantoina (HID, padréo interno -
Pl), todas na concentragdo de 1,00 g L', foram preparadas em metanol grau HPLC,
acondicionadas em frasco Ambar, armazenadas a -20 ‘C e usadas por um prazo
maximo de seis meses. Ja as solucdes de trabalho dos referidos farmacos nas suas
diversas concentracdes, foram preparadas pela evaporacdo do solvente mediante

aplicagdo de gas nitrogénio com posterior diluicdo em &gua ultra pura. Estas
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solugdes foram acondicionadas em frascos ambar, armazenadas a -20 °C e

utilizadas por um prazo maximo de um més.

4.4 CONDICOES CROMATOGRAFICAS USADAS NOS TESTES DE CINETICA E
ADSORCAO

O FEN, a CAR e a PRI foram determinados por meio da cromatografia liquida
de alta eficiéncia com deteccao por ultravioleta (UV), empregando-se uma coluna
Cis Macherey-Nagel® (250 mm x 4,6 mm) e se utilizando de uma fase mdvel
composta por tampao fosfato monopotassico (KH2PQO4) 0,01 mol L' (pH = 6,0) :
acetonitrila : metanol (55:25:20). A correcao do pH foi feita com uma solucédo de
NaOH 1% (m/v). Os parametros cromatograficos encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 — Pardmetros cromatograficos.

Parametros Valores

0,01 min — 0,80 mL min"

Vazio da bomba A® 5,01 min — 1,60 mL min-*
azao da bomba

6,01 min — 1,80 mL min""

8,01 min — 2,40 mL min""

Vazao da bomba B 1,00 mL min-
Volume injetado 100,00 pL
Comprimento de onda 210 nm
Temperatura do forno 35°C
Tempo 12,00 min

Fonte: Do autor.

Nota: 2 Entre 0,01 min e 5,00 min a vazao da bomba A se deu por meio de rampa.

Para otimizar essas condicbes cromatograficas empregou-se inicialmente as

mesmas condicdes descritas por Liu et al. (1993). Entretanto, houve a necessidade
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de fazer alteragdes em alguns parametros, como por exemplo, na proporcao dos
constituintes, vazao e pH da fase mével, no comprimento de onda e na temperatura
do forno. Ressalta-se que os critérios de otimizacdo foram separacao dos analitos,
tempo de corrida e seletividade do método (FRANQUI, 2015).

4.5 EFEITO DO TRATAMENTO DOS CNTs NA RESPOSTA ANALITICA

A capacidade adsortiva do FEN, da CAR e da PRI nos CNTs foi verificada
submetendo este material a dois tratamentos distintos — o0 aquecimento e a
oxidacao. No primeiro caso, 100 mg de CNTs comercial permaneceram por duas
horas em estufa a 80 °C. J& o tratamento oxidativo se deu pela adi¢gdo de 100 mg de
CNTs comercial em 30,00 mL de HNOs 65%, sendo este aquecido a 120 °C por duas
horas sobre refluxo (ZHIJIE et al., 1999). Apds o aquecimento em acido, o material
foi filtrado, lavado com &gua ultrapura e deixado em estufa a 80 ‘C por duas horas
para que o solvente fosse evaporado. Além desses dois tratamentos, os CNTs
comercial também foram submetidos a um estudo de adsorcao.

Apébs esse processo, cerca de 20 mg do material obtido em cada tratamento
foram colocados em um cartucho vazio de SPE, acoplados em um manifold, por
onde foi percolado 2,00 mL uma solucdo padrdao aquosa mista dos farmacos na
vazdo de 1,00 mL min”', sendo a concentracdo de cada analito da ordem de 50,00
ug mL'. Posteriormente, o eluato foi filtrado e analisado, em triplicata, por HPLC.

4.6 SINTESE DOS RACNTs

Os CNTs comercial foram revestidos com uma camada de BSA de acordo
com a proposta de Moraes et al. (2013). Cerca de 20,00 mL de BSA 1% (m/v)
preparado em tampdao fosfato 0,05 mol L' (pH = 5,7) foi vertido em um cartucho de
SPE, acoplado a um manifold, contendo 500 mg de CNTs comercial a uma taxa de
1,00 mL min''. Em seguida, 5,00 mL de solugdo aquosa de glutaraldeido 25% (m/v)

foi percolada pelo cartucho o cartucho a uma vazao de 1,00 mL min-'. O sistema foi
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deixado em repouso por 5 horas. Passado esse tempo, 10,00 mL de solugcado aquosa
de borohidreto de sédio 1% (m/v) foi passada pelo material numa taxa de 1 mL min.
Ao final do processo houve uma intensa lavagem do cartucho com agua (pH = 7,0)
para que se eliminassem possiveis residuos da sintese dos RACNTSs (Figura 11).

Figura 11 — Sintese dos RACNTSs.

Solucdo de BSA 1% Solucao de Solugéo de boroidreto
(m/v) em tampao glutaraldeido de sodio 1% (m/v)
fosfato pH 5,7 1% (m/v) N .
/, \: ‘,/ \ 10 ml_ / N Agua
20mL . 5mL \\
Cartucho ﬂ
SPE Repouso Lavagem
por5h com agua
500 mg de
CNT comercial

CNT comercial

Fonte: Adaptado de GOMES (2016).

4.7 TESTE DE ELIMINACAO DE PROTEINAS

Para que se efetivasse esse estudo, 25,00 yL de solucdo aquosa padrao de
BSA 44,00 mg mL" foi injetada dentro do sistema de HPLC sem a presenca da
coluna analitica, com o detector UV a 254 nm e usando tampao fosfato 0,01 mol L™
(pH = 7,0) como fase moével na vazdo de 1,00 mL min'. O sinal obtido nessa analise
corresponde a 100% da BSA. Posteriormente, uma coluna contendo 30 mg de CNTs
comercial ou RACNTs foi acoplada no sistema de HPLC para que a mesma solucao
de BSA fosse injetada. A area do pico obtido nesta segunda andlise dividida pela
area do sinal de 100% da BSA correspondia a porcentagem de BSA eluida.
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4.8 ESTUDOS CINETICOS DE ADSORCAO

Os estudos cinéticos de adsorcao se efetivaram pela adicdo de 10 mg de
RACNTSs e 1,00 mL de solugdo aquosa de primidona 100,00 ug mL™" a sete tubos de
ensaio, sendo 0os mesmos agitados por 1, 5, 10, 15, 20, 25 ou 30 min a temperatura
ambiente (aproximadamente 25 °C), seguido de centrifugacao por 10 min a 1000 g.
Os sobrenadantes foram separados dos precipitados e injetados no cromatografo
para que se quantificasse a concentracdo de equilibrio do farmaco. A parcela de
adsorvato retida pelo material foi determinada de acordo com a equacao 1.

Os dados obtidos foram tratados de acordo com os modelos cinéticos de
pseudoprimeira ordem, pseudossegunda ordem, quimissorcdo (Elovich), ordem
fracionaria (Avrami) e difusdo intraparticulas (LAGERGREN, 1898; HO; MCKAY,
1999; ELOVICH; ZHABROVA, 1939; CARDOSO et al., 2011; WEBER; MORRIS,
1963) (Tabela 1), levando-se em consideracédo o valor do coeficiente de correlacédo
linear (R?). Todos estes modelos foram plotados no modo n&o-linear, usando o
software OriginPro 8.5 (OriginLab®, Reino Unido). A fim de se confirmar o melhor
ajuste, foram avaliados estatisticamente os modelos baseando-se na fung¢édo de erro
(Ferror) (equacéo 3), que correlaciona a quantidade teérica de farmaco adsorvido pelo
material com aquela mensurada experimentalmente, considerando o numero de
parametros dos modelos (SKOOG et al., 2013; SILVA et al., 2016).

Ferror = \/(nL—p) Z?(qi,exp - qi,tec’)rico)2 (3)

onde n é o numero de experimentos, p é o nimero de parametros do modelo, Giexp €

o valor de g medido experimentalmente e gjtesrico € 0 valor de g previsto pelo modelo.
4.9 CONSTRUCAO DAS ISOTERMAS DE ADSORCAO

Para a construcdo das isotermas de adsorcdo, solugbes aquosas de

primidona de 100, 500, 1000, 1500 e 2000 pug mL' foram preparadas. Pipetou-se
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1,00 mL de cada uma delas isoladamente em tubos de ensaio contendo 10 mg de
RACNTs, sendo estes agitados por 15 min a temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C), seguida de centrifugacdo por 10 min a 1000 g. Os
sobrenadantes foram injetados no cromatégrafo, quantificando-se, assim, as
concentracdes de equilibrio do farmaco e as quantidades retidas do mesmo pelo
material (equacédo 1) em cada situacdo. Os dados foram ajustados de acordo com 0s
modelos de Langmuir, Freundlich, Sips, Khan, Redlich-Peterson e Toth (LANGMUIR,
1918; FREUNDLICH, 1906; GHAZNAVI; FATEMI; JODA, 2012; KHAN; ATAULLAH;
ALHADDAD, 1997; REDLICH; PETTERSON, 1959; TOTH, 1971) (Tabela 2),
levando-se em consideragdo o valor do coeficiente de correlagdo linear (R?) e
analisados estatisticamente com base na Ferror (equacdo 3). Analogamente aos
estudos cinéticos, estes modelos foram plotados no modo nao-linear, usando o
software OriginPro 8.5 (OriginLab®, Reino Unido).

4.10 MONTAGEM DO SISTEMA COLUMN SWITCHING

O sistema de column switching, operando no modo de backflush (Figura 12),
era composto por duas bombas A e B. A primeira, impulsionava o tampéo fosfato
monopotassico 0,01 mol L! (pH = 6,0) : acetonitrila : metanol (55:25:20) como fase
mével 1, ao passo que a segunda distribuia agua ultra pura ou metanol : agua ultra
pura (90:10) como fases médveis 2 e 3, respectivamente. A vazdo da bomba A sofreu
variagdes durante a corrida: inicialmente era de 0,80 mL min', porém nos primeiros
cinco minutos ela aumentava em rampa para 1,60 mL min-!, de 5,01 a 6,00 min para
1,80 mL min' e de 6,01 a 8,00 min para 2,40 mL min™'. A bomba B, por sua vez,
permaneceu com uma vazao constante de 1,00 mL min-'.

A bomba B estava conectada a um amostrador manual (AM) equipado com
um loop de 100,00 pL. Este era ligado a uma valvula de comutacao eletrénica de
seis vias (VC). A coluna extratora contendo os RACNTs (10 mm x 4,6 mm, mantida
em forno a 35 °C) posicionava-se depois da VC, enquanto que a coluna analitica C1s
Macherey-Nagel® (250 mm x 4,6 mm, também mantida a 35 °C) localizava-se apds a

coluna extratora e antes do detector UV (operando em 210 nm).
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Figura 12 — Sistema cromatografico em column switching. (a) os analitos sao retidos e as
macromoléculas serdo eliminadas, (b) os farmacos sao eluidos a partir da coluna de

RACNTSs e (c) os analitos sao separados pela coluna analitica Cis.

Coluna
Analitica

Coluna
Analitica

Coluna
Analitica

Computador

Fonte: Do autor.

Cada ciclo de analise era constituido por trés etapas. No primeiro estagio,
ocorria 0 preenchimento do loop com a amostra, estando a VC na posicdo de
carregamento (0). Ao se acionar a alavanca do AM a mesma era injetada e
conduzida pela fase moével 2 rumo a coluna de RACNTSs durante 2 min ao mesmo
tempo em que a fase mével 1 acondiciona a coluna analitica (Figura 12a). Os
analitos juntamente com o padrdo interno ficavam retidos na coluna de RACNTs e
os interferentes eram eliminados. Posteriormente, a VC comuta da posi¢cao (0)
para a posicao (1) e a fase movel 1 percorria a coluna de RACNTs por um tempo
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arpoximado de 30 s, promovendo a eluigdo dos farmacos (Figura 12b). Na

terceira etapa, havia novamente a comutacao da VC, retornando para a posi¢ao

inicial (0). Nesse estagio, os analitos sdo separados na coluna analitica por meio

da fase mével 1, durante 9 min e 30 s (Figura 12c).

Ressalta-se que apds a primeira inversao da VC a bomba B passa a

impulsionar a fase moével 3 durante 5 min, tendo esta a funcéo de limpar a coluna de

RACNTSs para que nao haja carry over e interferentes nos cromatogramas. Passado

esse tempo, havia o retorno da fase movel 2 para que a mesma recondicionasse a

coluna de RACNTSs, sendo este processo efetuado por 5 min. O tempo total de cada

analise, incluindo a extracao e separacao cromatografica era de 12 min. A Tabela 4

resume o0s eventos da analise.

Tabela 4 — Etapas de extracdo e separacao cromatografica pelo sistema column switching.

Tempo (min)

Bomba

Evento

Posicdo da VC

0,00

2,00

2,50

7,00

12,00

Bomba A (fase mével 1)

Bomba B (fase mével 2)

Bomba A (fase moével 1)

Bomba B (fase moével 3)

Bomba A (fase mével 1)

Bomba B (fase mével 3)

Bomba A (fase moével 1)

Bomba B (fase mével 2)

Bomba A (fase mével 1)

Bomba B (fase moével 2)

Condicionamento da coluna analitica,
retencdo dos analitos e exclusdo das

proteinas

Eluicdo dos analitos retidos pelos

RACNTs rumo a coluna analitica

Separagdo dos analitos na coluna
analitica e limpeza da coluna de
RACNTs

Separacdo dos analitos na coluna
analitica e recondicionamento da
coluna de RACNTs

Final da analise

Fonte: Do autor.
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4.11 AMOSTRAS

As amostras de sangue foram coletadas por meio do uso de seringa e agulha
pelos analistas do Laboratério Central de Analises Clinicas (LACEN) da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da UNIFAL-MG, seguindo o protocolo de trabalho do
mesmo e acondicionadas em tubos contendo heparina a fim de se evitar a
coagulacao das hemacias.

Apoés a coleta, as amostras de sangue foram misturadas e centrifugadas por
10 min a 1000 g para que houvesse total separacao entre os constituintes sélidos e
liguido, no caso o plasma, do material. Em seguida, o pool de plasma foi
armazenado em freezer a uma temperatura de -20 °C até o momento da analise. Os
doadores foram entrevistados pelo pesquisador no momento da coleta e informados
sob o conteudo da pesquisa, devendo estes assinar um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Anexo A). Ressalta-se que a coleta foi realizada mediante
aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa da UNIFAL-MG, protocolo nimero
44527914.2.0000.5142.

O desenvolvimento do método foi realizado a partir de um pool de amostras
de plasma sanguineo humano (n = 6) provenientes de individuos voluntarios adultos,
com faixa etaria entre 18 e 40 anos, que nao fazem uso de medicamentos contendo
os farmacos de interesse do presente estudo. O pool de amostras coletadas foi
fortificado com solugdes padrdo de FEN, CAR, PRI e HID em diferentes
concentragdes (Figura 13). Ap6s o processo de dopagem do plasma, o mesmo foi
diluido com agua ultra pura na propor¢céao de 1:1. O “branco” foi o préprio pool de
amostra de plasma nao tratado, cuja finalidade é verificar a interferéncia dos niveis
basais dos farmacos presentes no pool de amostras biologicas.



Figura 13 — Fortificacdo do pool/ de amostras de plasma sanguineo humano (n = 6).
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4.12 VALIDAGAO

Os parametros de validacdo avaliados foram linearidade, limite de
quantificacao (LQ), limite de deteccao (LD), precisao e exatidao, adotando-se como
guia a Resolugcdo RE n° 899, de 29 de Maio de 2003, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003). A validagao foi processada usando-se amostras
de plasma sanguineo contendo todos os padrdes (FEN, CAR, PRI e HID). As curvas
de calibracao foram obtidas por analises em quintuplicatas de cada analito em cinco
niveis de concentragdo (2, 5, 10, 20 e 40 pg mL' (REPETTO; REPETTO, 2015). Os
dados para todos os analitos foram ajustados ao modelo linear e o coeficiente de
correlacido (R?) foi considerado adequado caso fosse igual ou superior a 0,99. A
precisdo e exatidao intradia foram avaliadas, no mesmo dia, com trés replicatas a
partir de cada nivel de concentracdo (2, 20 e 40 pg mL™"). A precisdo e a exatiddo
interdia foram avaliadas, em dias separados, usando-se trés replicatas de cada
analito nas concentragdes de 2, 20 e 40 ug mL'. A precisdo é expressa como 0
desvio padrao relativo amostral (RSD), de acordo com a equacéao 4:

RSD = 3 - 100 (4)

Xl »n

onde s representa o desvio padrao e x a média. Ja a exatiddo é demonstrada como
o erro relativo (ER), de acordo com a equacéo 5:

__ AC-NC

ER e

- 100 (5)

onde AC é a concentracdo do analito analisado e NC a concentragdo nominal. O LQ
foi determinado como o menor valor passivel de ser quantificado com precisao e

exatidao, ao passo que, a estimacgao do LD baseou-se na relagdo sinal-ruido 3:1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir sdo apresentados os resultados alcangados pelo presente trabalho
no que diz respeito a sintese dos RACNTSs, a sua caracterizac¢ado fisico-quimica e
sua utilizacdo como material adsorvente para extracdo e separacdo de analitos
organicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia em sistemas de column

switching.

5.1 SINTESE DOS RACNTs

Esta etapa consistiu em dois momentos distintos, onde no primeiro houve um
estudo preliminar do poder de adsorcao que os CNTs, tratados ou ndo, possuem
frente ao FEN, CAR e PRI, e no segundo a sintese, propriamente dita, dos RACNTSs.

5.1.1 Efeito do tratamento dos CNTs na resposta analitica

Segundo Wen et al. (2014) os CNTs possuem uma grande capacidade
adsortiva para analitos organicos e inorganicos, fato este que instigou a realizagéo
de um estudo prévio a cerca dessa caracteristica a fim de se obter um melhor
desempenho deste material no que diz respeito a extracao dos farmacos FEN, CAR
e PRI, assim como da HID que atua como padrao interno no presente método. Para
avaliar essa propriedade foram testados CNTs comercial e CNTs que passaram
pelos tratamentos térmicos e oxidativo, neste uUltimo caso, conforme a metodologia
utilizada por Zhijie et al. (1999). Os resultados alcancados nestas analises
encontram-se na Tabela 5.

Com estes dados é possivel concluir que os CNTs comercial possuem uma
maior capacidade adsortiva para todos os compostos se comparados aos demais,
seguido de perto pelos CNTs que foram aquecidos. Este resultado difere daquele
encontrado por Barbosa et al. (2015), pois em seu estudo os CNTs oxidado se
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sobressairam em relacdo aos demais. Contudo, ha de se ressaltar que o objetivo do
trabalho dos autores supracitados era identificar Cd?>* em amostra de soro humano,
logo, acredita-se que um tratamento forte, causando grandes mudancas superficiais
no material, € mais vantajoso. Como todos os farmacos aqui testados sao de carater
organico, modificacdes mais brandas na estrutura dos CNTs permitem que as

interacdes estabelecidas entre o adsorvente e os analitos sejam mais pronunciadas.

Tabela 5 - Capacidade adsortiva dos CNTs comercial, aquecidos e oxidados frente aos analitos FEN,

CAR, PRI e HID.
Porcentagem de retencéo (%)
Tratamento
FEN CAR PRI HID
Térmico 86,54 92,94 90,94 46,36
Oxidado 48,65 54,66 81,83 63,36
Comercial 87,01 96,80 91,78 89,68

Fonte: Do autor.

5.1.2 Revestimento dos CNTs com BSA

A BSA foi escolhida para revestir os CNTs devido a sua enorme semelhanca
com a albumina de soro humano (HSA) (CARTER; HO, 1994). Neste caso, o
encapsulamento desta proteina se da por meio do intercruzamento entre 0os grupos
aminos da BSA, utilizando como agente de ligacdo o glutaraldeido (Figura 14)
(BARBOSA et al., 2015). Todavia, este processo é gerador de grupamentos iminicos
que por serem altamente labeis conferem um alto grau de instabilidade ao material.
Para resolver esse problema, trata-se o mesmo com borohidreto de sédio que atuara
como agente oxidante, reduzindo as iminas a aminas, sendo estas mais estaveis
(Figura 15) (MENEZES; FELIX, 1998). Mais detalhes acerca do procedimento de
revestimento podem ser acessados no item 2.3.1 da Revisédo Bibliografica.
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Figura 14 — Revestimento dos CNTs comercial com BSA.
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Fonte: Do autor.

Figura 15 — Redugéo de iminas a aminas pela agao do borohidreto de sédio.
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Fonte: GOMES (2016).

5.2 TESTE DE ELIMINAGCAO DE PROTEINAS

Os resultados obtidos nos testes de eliminacao de proteinas podem ser vistos
na Figura 16. Por ela, observa-se que a capacidade de retencdo de proteinas pelos

0,1037
0,1877

CNTs é de aproximadamente 44,75% ([100—( X 100)]), fato este, que

inviabiliza a utilizacdo deste material na extracao direta de farmacos a partir de

amostras biol6gicas, como é o caso do plasma sanguineo humano. Porém, ao se
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utilizar como material adsorvente os RACNTSs, o teor de proteinas excluidas assume

0,1806

um valor consideravel da ordem de 96,22% (0 e

x 100).

Ressalta-se que a quantidade de proteinas eliminadas € maior quando se
injetam amostras cujos valores de pH sao iguais ou maiores que 6,00, uma vez que
o ponto isoelétrico da BSA varia de 4,7 a 5,6 (EMERSON, 1989). Essa afirmacao se
justifica visto que, de acordo do Gomes et al. (2016), 0 mecanismo de eliminagao
das macromoléculas se da por repulsdo eletrostatica entre a camada de BSA e as
proteinas da amostra quando o pH do meio é superior ao ponto isoelétrico das
proteinas.

Figura 16 — Teste de eliminagdo de proteinas usando colunas
empacotadas com CNTs e RACNTSs.
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Fonte: Do autor.

Os pesquisadores Barbosa et al. (2015) em seu trabalho reportam valores
superiores aos encontrados neste estudo tanto para a capacidade de retengao de
proteinas pelos CNTs quanto para a eliminacao das mesmas pelos RACNTs (ambos
de aproximadamente 99%). Uma das possiveis causas para essa diferenca de
valores pode ser o tipo de tratamento utilizado anteriormente ao recobrimento dos
CNTs com BSA. No caso dos autores supracitados optou-se por trabalhar com CNTs
oxidados, ao passo que nesta pesquisa foram usados CNTs comercial.



5.3 ESTUDOS CINETICOS DE ADSORCAO

Por meio dos estudos cinéticos de adsor¢cdao da primidona em RACNTSs
percebeu-se que o equilibrio (ou saturagédo) entre adsorvato-adsorvente era atingido
passados 15 min. Visando obter uma melhor compreensao dessas interagdes, os
dados foram tratados de acordo com os modelos teéricos de pseudoprimeira ordem,
pseudosegunda ordem, quimissorcao e ordem fracionaria, sendo os resultados

apresentados na Figura 17.

Figura 17 — Simulacdo dos estudos cinéticos de adsorgédo da
primidona em RACNTSs a partir de solugbes aquosas
de acordo com os métodos de ajustes ndo lineares.
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Fonte: Do autor.
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Observe que o modelo de quimissorcdo € o que melhor se ajusta em
decorréncia de seu maior valor de R? (0,9958) e menor valor de Feror (0,1971)
(Tabela 6), indicando a existéncia de interagdes quimicas entre adsorvato-

adsorvente (DABROWSKI, 2001). Estas, por sua vez, somente ocorrem quando as

energias envolvidas no processo de adsor¢cao sao elevadas, tal como, a de uma

ligacdo quimica (CORNELIO; FERRUA; GUERREIRO, 2004).
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Tabela 6 — Parametros cinéticos da adsorcao da primidona em RACNTSs.

Modelos cinéticos Parametros Dados
Qe (Mg g 8,4890
o ki (min“) 1,2244
Pseudoprimeira ordem
R2 0,9803
Ferror 0,4246
de (Mg g) 8,3299
k2 (g mg” min) 1,0000
Pseudosegunda ordem
R2 0,9506
Ferror 057266
a (mg g’ min') 1251,9096
- - B (gmg?) 1,1831
Quimissorgao
R2 0,9958
Ferror 0,1971
de (Mg g) 8,5575
kav (min) 1,0000
Ordem fracionaria Nav 1,0000
R2 0,9778
Ferror 015332
Difusdo intraparticula kia (mg g min-%5) 0,93972

Fonte: Do autor.

Notas: @ Segundo estégio. g: quantidade de analito adsorvido no tempo f; ge: quantidade de analito
adsorvido no equilibrio por grama de material; & tempo de contato; ks constante de
velocidade de pseudoprimeira ordem; kz: constante de velocidade de pseudosegunda ordem;
a: velocidade inicial de adsorcdo da equagéo de Elovich; B8: constante de Elovich relacionada
a extensao da cobertura de superficie e também para a energia de ativacao envolvida na
quimissorgao; kav: constante cinética de Avrami; nav: reagdo de ordem fracionaria (Avrami)
relacionada ao mecanismo de adsorcdo; kii: constante de velocidade da difusdo
intraparticulas.

De forma complementar a difusdo intraparticulas possibilitou compreender
qual era a resisténcia a transferéncia de massa do analito mediante os sitios ativos
do adsorvente (ROYER et al., 2009). Neste caso, tem-se uma difuséo intraparticulas
multilinear constituida por trés regides (Figura 18): na primeira, a adsor¢ao acontece

de forma rapida devido a elevada concentracdo do analito na solucao, indicando
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uma alta taxa de transporte de massa; na segunda, considerada a etapa limitante, o
adsorvato tem uma grande dificuldade para chegar nos sitios ativos, fato este que
retarda a saturacdo do material, ou seja, o alcance do equilibrio é estritamente
dependente deste estagio; e na terceira, a difusdo se da pelos poros menores até o
estabelecimento do equilibrio (WU; TSENG; JUANG, 2009). Ha de destacar que

nessa ultima fase a concentracdo do analito é muito baixa.

Figura 18 — Difusao intraparticulas da primidona em RACNTs a
partir de solugbes aquosas.
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Fonte: Do autor.

5.4 ISOTERMAS DE ADSORCAO

Os estudos de equilibrio se deram por meio da construcao das isotermas de
adsorcao para a primidona, sendo esta um mecanismo que permite descrever a
relacdo que existe entre a quantidade de adsorvato retida no material e a
concentracdo de analito resultante em solugdo (MORENO-CASTILHA, 2004). Para
tanto, os dados experimentais foram tratados seguindo as equacdes dos modelos
matematicos de Langmuir, Freundlich, Sips, Khan, Redlich-Peterson e Toth
(Figura 19).



Figura 19 — Isoterma de adsor¢do da primidona adsorvida pelos

RACNTs obtida a partir
seus respectivos ajustes.
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Fonte: Do autor.

A analise do grafico indica que a quantidade maxima de primidona adsorvida
pelos RACNTs foi de 118,56 mg para cada grama de adsorvente. Nota-se que o
modelo Sips foi 0 que melhor se ajustou aos dados experimentais visto que este
apresentou o maior valor de R? (0,9934) e o menor valor da Feror (0,8551) (Tabela
7), 0 que permite inferir que a superficie do material é energeticamente heterogénea
(FOO; HAMEED, 2010). Tal modelo corresponde a uma combinagdo dos modelos
de Langmuir e Freundlich, onde em altas concentracbes o mesmo se adequa melhor
ao primeiro e em baixas concentracées ao segundo (AHMED; DHEDAN, 2012).
Nesse sentido, observa-se que o analito em questdo teve uma adsor¢cdo em
monocamada, considerando a existéncia de um ponto de saturacdo, o que aproxima
seu comportamento ao modelo de Langmuir em comparagéo ao de Freundlich, que

se caracteriza por uma adsorcao por multicamadas (ROYER et al., 2009).



Tabela 7 — Parametros das isotermas da primidona adsorvida nos RACNTSs.
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(continua)

Modelos de isoterma Parametros Dados
s (Mg g7') 15,7295

_ KL (mg L) 0,5635

Langmuir

Rz 0,8591

Ferror 2,3181

Kr (mg g*) (mg L))" 5,4944

Freundiich " 2,3481
R? 0,6910

Ferror 2,9635

gs (mg g?) 1,2115

Ks (mg L") 0,6450

Sips Ns 3,4378
Rz 0,9934

Ferror 0,8551
Qs 25,9817

ak 1,8889

Khan bk 0,2115
Rz 0,9270

Ferror 2,3386
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Tabela 7 — Parametros das isotermas da primidona adsorvida nos RACNTSs.
(conclusdo)

Modelos de isoterma Parametros Dados
Kr (g L) 13,1890

ar (mgL") 1,0000

Redlich-Peterson g(0=sg=1) 1,0000
R2 0,8474

Ferror 3,7502

K 11,9471

aT 1,0000

Toth t 1,1057

R?2 0,8240

Ferror 3,5087

Fonte: Do autor.

Notas: ge: quantidade de analito adsorvido no equilibrio por grama de material; gs: capacidade de saturacgao tedrica; K;: constante de afinidade de Langmuir;
Ce: concentracdo de analito no equilibrio; Kr e nr: constante e expoente do modelo de Freundlich, respectivamente; Ks e ns: constante e expoente do
modelo de Sips, respectivamente; ax e bx: constante e expoente do modelo de Khan, respectivamente; Kr e ar: constantes do modelo de
Redlich-Peterson; g: expoente do modelo de Redlich-Peterson; Kr e ar: constantes da isoterma de Toth; £ expoente do modelo de Toth.
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5.5 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A otimizacao das condicbes cromatograficas inicialmente foi realizada com
solugbes aquosas contendo os analitos isoladamente, empregando a metodologia
descrita por Liu et al. (1993). Tendo por finalidade rastrear o comportamento dos
farmacos diante dessas condicdes, optou-se por utilizar quatro comprimentos de
ondas diferentes (200, 210, 254 e 284 nm) (Figura 20).

Figura 20 — Cromatogramas da solucdo aquosa de CAR na concentracdo 100 ug mL" obtidos em
diferentes comprimentos de onda. (a) 200 nm, (b) 210 nm, (c) 254 nm e (d) 284 nm.
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Fonte: Do autor.

Os resultados obtidos nas analises foram satisfatérios, principalmente no
comprimento de onda de 210 nm. Isso pode ser justificado pela auséncia de anel
aromatico na estrutura da hidantoina. Porém em todos os cromatogramas foi
observado uma ligeira deformagéo ao final da formacéo dos picos (Figura 21). Para
sanar esse problema foi feita uma alteracdo no valor de pH da solugdo tampéao
(SANTOS NETO, 2010). No caso, houve a reducdo desta propriedade em uma
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unidade. Outros parametros modificados foram a vazdo e o volume de amostra
injetado. Ambos foram aumentados a fim de se obter um menor tempo de corrida e

maior sensibilidade do método, respectivamente.

Figura 21 — Cromatogramas das solugdes aquosas de padrées na concentracdo 100 pg mL-
obtidos no comprimentos de onda de 210 nm. (a) PRI, (b) FEN, (c) CAR e (d) HID.
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Fonte: Do autor.

Todavia, as condicbes cromatograficas até entdo padronizadas mostram-se
ineficientes quando aplicadas na separagao simultanea dos analitos a partir de uma
solucdo aquosa (Figura 22a). Isso pode ser explicado pelas possiveis interacdes
intermoleculares, formacao de ligacbes de hidrogénio, entre as moléculas dos
farmacos. Diante desse fato, foi necessario fazer novas alteracbes em alguns
parametros, como por exemplo, na proporcao dos constituintes da fase mével. Esta,
por sua vez, passou a ter uma maior quantidade de fase organica, porém, mesmo
nessa nova composicao a fase aquosa ainda continuava majoritaria. A temperatura
do forno sofreu uma reducgédo de 5 ‘C. Houve também um aumento no volume do
loop de amostragem e a vazao que até entdo era fixa passou a assumir valores

variados no decorrer da corrida. O resultado dessas modificacées pode ser visto na
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Figura 22b, onde se constata que os tempos de retencao para PRI, FEN e CAR séao

de, respectivamente, 2 mine 58 s, 3 min e 50 s € 6 min € 20 s.

Figura 22 — Cromatogramas da solugdo aquosa contendo o mix de padrées na concentracdo

Intensidade absoluta (mAU)

20 pyg mL'. (a) condicdes cromatograficas idénticas aquelas utilizadas para
solugbes aquosas contendo os analitos isolados e (b) condi¢cdes cromatograficas
otimizadas para solu¢do aquosa contendo o mix de padroes.
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Fonte: Do autor.

5.6 PREPARO DE AMOSTRA AUTOMATIZADO

As primeiras analises cromatograficas automatizadas foram feitas com

solucdes aquosas contendo um mix de padrées dos analitos. Estas tiveram por

finalidade otimizar alguns parametros da cromatografia multidimensional, tais

como, o tempo de comutacdo da valvula eletrdnica de seis vias. Inicialmente, foi

testado o tempo de carregamento dos farmacos pela fase moével 2 de 1 min,

ocorrendo, entdo, a primeira viragem da VC. Pelos proximos 20 s a fase mével 1

percolava a coluna de RACNTs, extraindo os analitos que ficaram retidos no



material. Em 1 min e 21 s ocorria a segunda viragem da VC e a partir dai todo
analito extraido pela fase mével 1 era eluido por ela passando pela coluna
analitica rumo ao detector. Entretanto, analisando os resultados obtidos
percebeu-se que este intervalo de tempo era insuficiente para remover todo
farmaco injetado, principalmente a CAR que possui uma adsorgao superior aos

demais farmacos para este método (Figura 23a).

Figura 23 — Cromatogramas para uma solugcdo aquosa contendo um mix de padrdes a
2 ug mL-'. (a) ocorréncia de carry over e (b) auséncia de carry over.
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Fonte: Do autor.

Diante desse fato, aumentou-se o0 tempo para ocorréncia da primeira
viragem da VC para 2 min e mantiveram-se os mesmos 20 s para que a fase
mébvel 1 extraisse os analitos da coluna de RACNTSs, visto que capacidade
extratora da fase moével 1 para estes compostos ja havia sido comprovada
anteriormente. Logo, a segunda viragem da VC se procedeu aos 2 min e 21 s.
Diferentemente dos primeiros ensaios, os farmacos nestas condi¢ées foram

totalmente retirados da fase estacionaria (Figura 23b).
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Outro parametro estudado neste sistema foi a utilizacdo de uma fase de

limpeza,

tendo esta a funcéo de retirar os interferentes impregnados na coluna de

RACNTs que por ventura ndo foram eluidos pela fase movel 1. Foram testadas

duas fas

es, sendo uma constituida por metanol : agua ultra pura (90:10) e a outra

por acetonitrila : agua ultra pura : alcool isopropilico (75:15:10). Os dados

alcancados nestes experimentos (Figura 24) mostraram que a primeira fase de

limpeza

era mais eficiente na eliminacdo de interferentes, quando percolada por

um tempo de 4 min e 30 s, se comparada a segunda.

Figura 24 — Cromatogramas indicando a auséncia/presenca de interferentes para uma solugao

mV (x10) uv-vIS 210 nm

aquosa contendo um mix de padrées a 2 pug mL'. (a) fase de limpeza metanol :
agua ultra pura (90:10) e (b) fase de limpeza acetonitrila : agua ultra pura : alcool
isopropilico (75:15:10).
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Fonte: Do autor.

Vi

sando um aumento na sensibilidade do método, em sua totalidade,

utilizando este sistema, o volume amostral foi dobrado, passando de 50 pL para

100 pL.

Neste contexto, os resultados alcancados podem ser observados na

Figura 25. Analisando os tempos de retencao para PRI, FEN e CAR (5 min e 24 s,
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6 min e 18 s e 8 min e 36 s, respectivamente) nota-se que houve um aumento
significativo se comparados aqueles obtidos na HPLC convencional para todos
analitos. Esse fato pode ser justificado pela ocorréncia do preparo de amostra

automatizado no sistema.

Figura 25 — Cromatograma da solugdo aquosa contendo o mix de padrées na concentragao
2 ug mL.
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Fonte: Do autor.

Posteriormente a otimizacdo de todas as condigbes da cromatografia
multidimensional utilizando solu¢des aquosas, deram-se inicio as andlises com
amostras biolégicas, que no caso correspondem a plasma sanguineo humano.
Por ser tratar de uma matriz mais complexa que a agua, foi realizado um estudo
acerca da eficacia das condicbes cromatograficas até entdo utilizadas e
percebeu-se que era necessario aumentar o tempo da segunda viragem da VC
em 10 s, ou seja, a segunda comutacao da valvula ocorreria a partir de agora em
2 min e 31 s. Os componentes presentes no plasma com os RACNTs fazem com
que as interacbes dos farmacos com a fase estaciondria se fortalecam,
necessitando, assim, de um tempo maior de passagem da fase mével 1.

Visando expor os RACNTs a uma menor concentragdo de proteinas
plasmatica, aumentando, assim, sua vida util, foram feitos testes de diluicéo,
utilizando como solvente agua ultra pura. A Figura 26 mostra os resultados
alcancados nas injecées de amostras de plasma dopadas e diluidas nas propor¢des
de 1:1, 1:2 e 1:3. A andlise da figura permite inferir que os analitos em baixas

concentragcdbes nao sao detectados quando ha uma grande discrepancia nas
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proporcdes entre amostra biolégica e solvente adicionado. Esse fato sugeriu que se
optasse por trabalhar com amostras diluidas na proporcao de 1:1.

Figura 26 — Cromatogramas das amostras de plasma diluidas e fortificadas com padrées na
concentragdo 1 ug mL'. Diluicdes nas proporgdes de (a) 1:1, (b) 1:2 e (c) 1:3.
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Fonte: Do autor.

Apbs estas etapas, verificou-se que todas as condicbes cromatograficas
estavam otimizadas e permitiam obter bons resultados em termos de extracao e
separacao de farmacos anticonvulsivantes a partir de plasma sanguineo humano. A
analise da Figura 27 permite afirmar que os picos dos analitos estdo completamente
espacados e identificados, visto que a resolucdo cromatografica para todos os
compostos apresenta valores satisfatérios. Além disso, a boa definicdo dos picos
contribui para a grande eficacia do método.
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Figura 27 — Cromatograma da amostra de plasma diluida (1:1) e fortificada com padrées na
concentragdo 20 ug mL-".
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Fonte: Do autor.

Com relacao aos tempos de retencéo (PRI =5 min e 22 s; FEN = 6 min e 23
s; CAR = 8 min e 46 s) ndo se observa diferenca significativa dos mesmos com
aqueles obtidos nas corridas com solugcées aquosas dos padrdes (Figura 25), o que
permite inferir que o efeito de matriz para esse dado ndo é o mais importante.
Entretanto, Shibata et al. (2012) encontrou em seu trabalho tempos de retencao
menores para todos os analitos (PRI =3 min e 23 s; FEN = 3 min e 53 s; CAR = 4
min e 57 s), ao passo que, Liu et al. (1993) obteve valores parecidos para PRI e FEN
(5mine 1se6mine 13 s, respectivamente), porém um valor maior para a CAR (13
min e 4 s).

5.7 VALIDACAO E APLICACAO DO METODO

A primeira figura de mérito avaliada neste estudo foi a linearidade dos analitos
frente as condicbes cromatograficas otimizadas (Figura 28). Este parametro para
todos os farmacos apresentou valores satisfatérios (R?> > 0,99), como preconiza a
Resolugédo n® 899, de 29 de Maio de 2003 da Anvisa. O comportamento linear é
importante porque é a partir da curva de calibracdo, expressa por meio de sua

equacao da reta, que a quantificagdo de uma substancia é feita.
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Figura 28 — Curvas de calibragédo para os farmacos (a) FEN, (b) CAR e (c) PRI, usando HID
como padréo interno (n = 5).
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Fonte: Do autor.

Com relacao a precisao (intra e intercorrida) e exatidao (intra e intercorrida) os
analitos apresentaram valores inferiores a 15% e entre -15 e 15%, respectivamente,
para todas as concentracdes testadas. Estes dados (Tabela 8) estdo condizentes

com a legislagdo supracitada. E importante salientar que a reprodutibilidade e a
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sensibilidade de um método analitico sdo estritamente dependentes destes dois

fatores. Logo, quanto menores eles forem mais bem aceito sera o seu método.

Tabela 8 — Precisdo e exatiddo para FEN, CAR e PRI contidos em plasma sanguineo humano
extraidos pelos RACNTs (n = 3).

FEN
Parametros
Intradia Interdia
CN (ug mL™) 2,00 20,00 40,00 2,00 20,00 40,00
CA (ug mL") 1,73 21,53 39,30 1,91 20,51 39,77
Precisdo (DPR (%)) 5,80 3,67 413 6,60 3,22 2,66
Exatidao (ER (%)) -13,40 7,66 -1,74 -4,40 2,54 -0,58
CAR
Parametros
Intradia Interdia
CN (ug mL™) 2,00 20,00 40,00 2,00 20,00 40,00
CA (ug mL") 1,94 21,08 39,61 1,97 20,38 39,86
Precisao (DPR (%)) 1,00 6,95 8,41 3,80 5,92 6,03
Exatidao (ER (%)) -2,96 5,41 -0,97 -1,56 1,91 -0,35
PRI
Parametro
Intradia Interdia
CN (ug mL™) 2,00 20,00 40,00 2,00 20,00 40,00
CA (ug mL7) 1,87 20,63 39,78 1,83 20,46 39,81
Precisdo (DPR (%)) 3,18 6,41 7,84 5,73 7,59 4,99
Exatidao (ER (%)) -6,31 3,17 -0,55 -8,64 2,30 -0,48

Fonte: Do autor.

Notas: CN: concentracdo nominal; CA: concentragdo obtida; DPR: desvio padrao relativo;
ER: erro relativo.
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O limite de quantificacdo para todos os compostos apresentaram o mesmo

valor (2 pg mL"). Contudo, o método obteve um limite de detecgédo para os farmacos

da ordem de 0,1 ug mL" (Figura 29). A comparacgdo entre o este método e aqueles

descritos na literatura, no que tange a determinacao de anticonvulsivantes, pode ser

encontrada na Tabela 9. Como se observa, o método proposto apresenta uma das

melhores detectabilidade. Além disso, este se mostra vantajoso visto que a amostra

pode ser diretamente injetada no sistema depois de uma simples diluicdo. Este fato

minimiza os erros experimentais devido ao minimo preparo de amostra manual.

Tabela 9 — Comparacao entre os valores de limites de deteccao para FEN, CAR e PRI encontrados
na literatura e aqueles obtidos neste trabalho.

Referéncias Técnica Preparo de amostra LD (ug mL™)
centrifugacao
PATIL; BODHANKAR, 2005 HPLC — UV 0,102b
filtracao
1,602
desproteinizagao
CAVAZOS et al., 2005 HPLC — DAD 1,980
SPE
1,38¢
0,017ac¢
VERMEIJ; EDELBROEK, 2007 HPLC — DAD SPE 0.018b
0,322
SHAH et al., 2013 HPLC — UV SPE
0,26°
0,0252
SERRALHEIRO et al., 2013 HPLC — UV SPE 0,01b
0,04¢
Este trabalho HPLC - UV Online SPE 0,1abc

Fonte: Do autor.

Notas: 2 fenobarbital; ® carbamazepina; ¢ primidona.
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Figura 29 — Cromatograma da amostra de plasma diluida (1:1) e fortificada com padrées na
concentragdo 0,1 ug mL™.
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Fonte: Do autor.

Este método foi testado na analise de amostras de plasma sanguineo
humano provenientes de pacientes com doencas mentais. Os farmacos FEN e PRI
foram quantificados nas concentragbes de 7,66 e 3,85 ug mL, respectivamente
(Figura 30). Note que as concentracdes obtidas encontram-se dentro das faixas
terapéuticas de ambos analitos (5 — 30, 3 — 10 e 5 — 10 ug mL, respectivamente
para FEN, CAR e PRI) (REPETTO; REPETTO, 2015).

Figura 30 — Cromatograma da amostra real de plasma sanguineo humano diluida (1:1).
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo dos RACNTSs, obtidos pelo recobrimento dos CNTs comercial com
BSA, na extracao de fenobarbital, carbamazepina e primidona a partir de plasma
sanguineo humano por meio da HPLC multidimensional se mostrou bem promissora,
evitando etapas morosas e complexas do preparo de amostras. O método proposto
foi validado para os farmacos supracitados, apresentando baixos limite de
quantificacdo e deteccdo e excelentes precisbes e exatiddes, o que permite
identificar tais compostos em pequenos niveis plasmaticos, (da ordem de
0,1 ug mL") fato este de suma importancia visto que ha uma grande proximidade
entre as suas faixas terapéuticas com as respectivas doses toxicologicas.
Complementarmente, a frequéncia analitica foi consideravelmente maior se
comparada com 0s processos convencionais de analise por HPLC.

As proteinas contidas na matriz biol6gica foram excluidas em quantidades
significativas, provocando uma melhor adsorcdo dos analitos nos RACNTs. Além
disso, esse alto poder de exclusdo de macromoléculas do adsorvente permitiu
utilizar a coluna em aproximadamente 250 analises, atestando sua elevada
durabilidade frente as condicdes testadas.

As investigacoes fisico-quimicas mostraram que os RACNTs apresentam uma
superficie heterogénea para adsorcao da primidona, visto que o modelo Sips foi o
que melhor se adequou na compreensdao das interacdes adsorvato-adsorvente.
Soma-se a isso, a inferéncia de se ter uma adsorcao quimica do referido farmaco,
em funcao do melhor ajuste pelo modelo de quimissor¢ao no estudo cinético.

Por fim, fica comprovada que a aplicacao dos RACNTs na extracao direta de
farmacos anticonvulsivantes a partir de fluidos bioldgicos é eficiente por conta do
alto poder adsortivo dos CNTs, podendo este material ser empregado em anélises

para compostos organicos oriundos de diversas matrizes.
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ANEXO

ANEXO A — Termo de consentimento livre e esclarecido

Vocé esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), da pesquisa —
EMPREGO DE NANOTUBOS DE CARBONO DE ACESSO RESTRITO NA EXTRACAO
DIRETA DE FARMACOS ANTICONVULSIVANTES SEGUIDO DE ANALISE POR HPLC.
No caso de vocé concordar em participar, favor assinar ao final do documento. Sua
participagdo nao é obrigatoria, e, a qualquer momento, vocé podera desistir de participar e
retirar seu consentimento. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo em sua relagdo com o
pesquisador ou com a instituicdo. Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o
telefone e endereco do pesquisador principal, podendo tirar davidas do projeto e de sua
participacao.

TiTULO DA PESQUISA: EMPREGO DE NANOTUBOS DE CARBONO DE ACESSO
RESTRITO NA EXTRAGAO DIRETA DE FARMACOS ANTICONVULSIVANTES SEGUIDO
DE ANALISE POR HPLC

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Rodrigo Campos dos Santos (aluno de Mestrado do
Programa de Pés-Graduacao em Quimica — PPGQ — UNIFAL-MG)

ENDERECO: Laboratério de Andlises de Toxicantes e Farmacos — LATF, UNIFAL-MG
TELEFONES: (35) 3299-1342; (35) 9203-2699.

PESQUISADOR PARTICIPANTE: Prof. Dr. Eduardo Costa de Figueiredo (Orientador)

Eu, , declaro

queem __ / /  concordei voluntariamente em participar do projeto de pesquisa acima
referido. Fui informado(a) sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha
colaboracao, e entendi a explicagdo. Os detalhes de que fui informado séao:

1. Este estudo tem como objetivo desenvolver uma nova técnica para determinagéo direta e
simultanea de anticonvulsivantes em plasma, utilizando-se de um novo material com alta
capacidade adsortiva;

2. A minha participagao no presente estudo nao acarretara em risco fisico ou financeiro;

3. O estudo implica em que eu me submeta a coleta de uma amostra de sangue de 5 mL
(quantidade equivalente a uma colher de sopa) de uma veia do meu brago, apds devida

higienizagéo do local;
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4. A coleta de sangue sera realizada por profissional habilitado, no Laboratério Central de
Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Unifal-MG — LACEN;

5. Pode acontecer de aparecerem efeitos como dor ou desconforto no local onde meu brago
foi picado pela agulha, mas isso ndo traz nenhum risco. Se isso ocorrer, serei informado
sobre como aliviar esta situagao;

6. A pesquisa ndo sera feita se houver grandes riscos relacionados a mesma. Caso algum
risco proibitivo venha a se revelar no decurso do estudo, o pesquisador se compromete a
me alertar sobre o fato e a suspender de imediato minha participagéo;

7. Este grupo de pesquisa ndo fara nenhuma alteracdo nos medicamentos que eu tomo,
nem na quantidade deles, excluindo deste estudo pacientes que realizam tratamento
medicamentoso com anticonvulsivantes;

8. Foi dada seguranca de que nao serei identificado e que sera mantido o carater
confidencial da informacao relacionada a minha privacidade;

9. A garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer divida
a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionados com a pesquisa;

10. Nao havera beneficio financeiro ou de qualquer outro tipo;

11. Nao sou obrigado a participar do projeto e posso sair do mesmo a qualquer momento
sem qualquer prejuizo.

Este documento € emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo
pesquisador, ficando uma via com cada um de nés.

Poderei consultar o pesquisador responsavel (acima identificado) ou o CEP-UNIFAL-MG,
com endereco na Universidade Federal de Alfenas, Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700,
Centro, CEP - 37130-000, Fone: (35) 3299-1318, no e-mail: comite.etica@unifal-mg.edu.br
sempre que entender necessario obter informagdes ou esclarecimentos sobre o projeto de
pesquisa € minha participacao no mesmo.

Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas concordo que
sejam divulgados em publicagdes cientificas, desde que meus dados pessoais nao sejam

mencionados.

Alfenas, / /

Assinatura do participante

Assinatura do Pesquisador Responsavel



