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Resumo

Polimeros de impressdo molecular (MIPs) sdo materiais sintéticos que possuem sitios de
reconhecimento molecular especificos para um determinado analito de interesse (molécula molde), e tém
sido empregados para a pré-concentragdo e extragdo em amostras complexas, considerando a maior
seletividade em relagdo aos sorventes convencionais empregados na extracdo em fase solida. A escolha
dos reagentes utilizados na sintese de um MIP deve ser feita de forma criteriosa, a fim de que sejam
gerados sitios de ligagdes especificos e para que o solvente nio interfira na eficiéncia do MIP obtido.

A partir de predigbes de estudos computacionais para MIPs de THC-COOH, foi elaborado um
fatorial experimental para a sintese dos MIPs, onde foi variado o monémero presente (Acido Acrilico e
Acido Metacrilico) em quatro solventes simulados (4gua, acetonitrila, metanol e 4gua) para avaliagéo da
interferéncia do solvente na eficiéncia do MIP obtido e qual dos mondmeros apresentaria uma maior
interacdo com a molécula molde. Dentro deste fatorial variaveis como o tempo de sintese e a incubagao
dos reagentes foram fatores levados em conta para sua elaboragéo.

Foi realizada a analise dos MIPs por espectroscopia na regido do infravermelho e foram avaliados
os comprimentos de onda de absorgao das ligagbes C=0 e O-H para analise da formagao de interagdes
por ligacao de hidrogénio, sendo verificado que quando o solvente utilizado € o cloroférmio, ocorre
reducdo da banda de C=0 e da banda de O-H no espectro do MIP em relagdo ao NIP, indicando a
ocorréncia da interagéo por ligagao de hidrogénio de forma mais pronunciada neste solvente, conforme
predito nas simulagbes tedricas. Utilizando um microscopio optico foi observado a morfologia desses
polimeros e constatou-se uma grande variacdo de tamanhos entre seus grdos, mostrando uma
morfologia ndo uniforme. Em paralelo foi desenvolvido um método de CG/MS para determinagéo e
quantificacdo dos metabdlitos provenientes do A°-THC.

O fatorial experimental construido a partir de predicdes da Quimica Tedrica e de resultados
obtidos com a caracterizacdo dos MIPs se mostrou eficiente, porém testes de eficiéncia envolvendo
extragcdo em fase solida e o religamento da molécula molde devem ser realizados para uma avaliagdo
completa da eficiéncia do MIP.

Palavras Chave: polimeros de impressado molecular, infravermelho, canabinéides, fatorial.



1. Introducéao

O Relatério Mundial sobre Drogas divulgado em agosto de 2011, aponta um aumento na tendéncia
do consumo de maconha na América do Sul, também foi apontado uma prevaléncia de uso estimada em
2,6 % da populagao entre 15 e 64 anos. No Brasil, esse indice se agrava entre alunos do ensino médio,
na faixa de 15 a 16 anos com uma prevaléncia de uso de 6,3 %." No ranking nacional de consumo de
drogas, a cocaina e a maconha aparecem como as drogas mais usadas, seguida pelas anfetaminas e

6pio. 2

O Brasil é responsavel por 3% das apreensdes mundiais de canabindides, algo em torno de
200.000 kg. No entanto, o Brasil permaneceu com uma tendéncia estavel no numero de apreensodes da
maconha, enquanto nagées como a Bolivia apresentaram um aumento adicional de 74 % no ndmero de

apreensoes. '

As drogas ilicitas sdo consideradas persistentes em ecossistemas aquaticos, sendo classificadas
como poluentes organicos emergentes (POE) de interesse, quando uma dessas drogas é consumida ela
passa por modificagdes de forma e gera metabdlitos, parte dessa droga inicial e dos seus metabolitos
sdo excretados na urina, essa urina é levada diretamente aos esgotos, que passam pelas estagdes de
tratamento de esgoto (ETE), que na maioria das vezes ndo possuem o tratamento eficiente para a
eliminacdo das mesmas. No Brasil e em outros paises, o esgoto tratado acaba sendo langado em corpos
hidricos. Sendo assim, ocorre a contaminagdo destes corpos hidricos, e mesmo apds passar pelo
sistema de tratamento nessas aguas os metabdlitos e pequenas dosagens das drogas ainda persistem e

chegam muitas vezes a populagéo que depende dessa agua para sobreviver.

O efeitos toxicos da ingestdo de canabinoides variam muito de individuo para individuo, entre os
principais fatores de variagdo estdo a idade, a criatividade, a intelectualidade, o senso artistico,
temperamento, poder de vontade, sensualidade, entre outros, todas caracteristicas que na maioria das
vezes sdo Unicas, fazendo com que o efeitos da cannabis variem muito. Porém alguns estudos
conseguiram determinar alguns padrdes, para um consumo de 5 a 10 mg do A®-THC inicialmente ocorre

um periodo de euforia, que segundo os usuarios traz uma sensagdo de bem-estar e felicidade. Na



sequéncia, o usuario passa por um momento de relaxamento, seguido por uma sonoléncia ou depresséo,
0 usuario perde a percep¢ao de tempo, tem sua coordenagdo motora diminuida. Esse comportamento foi
observado no consumo a curto prazo. Em pesquisas realizadas a longo prazo, os resultados s&o ainda
mais devastadores, ocorre perda da memoria recente, o usuario passa a ter falha nas fungbes
intelectuais e cognitivas (ocorre um aumento no numero de ideias, porém o usuario ndo consegue falar o

que pensa.’

Ap6s o consumo, o A°-THC ¢é rapidamente metabolizado, por via hepatica, para a forma
farmacologicamente ativa, o 11-hidréxi-A°-THC(11-OH-THC), para a forma inativa 11-nor-9-carboxi-A®-
THC(THC-COOH) e algumas outras formas, como a 8-hidroxi-A°-THCe 8,11-dihidroxi-A°-THC. A via

metabolica do A*-THC esta representada na Figura 1.4

A9-THC 11-hydroxy-A9-THC 11-nor-9-carboxy-A9-THC

| oo

8-hydroxy-A9-THC 8,11-dihydroxy-A9-THC

conjugation

Figura 1. Metabolismo do A’-THC em humanos®

Cerca de 70% da dose de A’-THC utilizada é excretada dentro de 72 horas apos 0 consumo na
forma de urina e nas fezes, sendo a maioria na forma de metabdlitos. O THC-COOH € o principal

metabdlito excretado na urina; o 11-OH-THC (na forma conjugada) representa apenas 2% de uma dose,
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e 0 A°-THC na forma inalterada esta presente apenas como vestigios na urina. A maior parte do THC-
COOH é conjugada e excretada como acido glucorénico soluvel em agua. Contudo, depois da excregao,
ele é rapidamente hidrolisado de volta nas aguas residuais para a forma de acido livre pelas B-
glucoronidases presentes nas bactérias fecais®. Dos metabolitos do A9-THC, o THC-COOH é o mais
utilizado como alvo de analise para estimar o consumo de Cannabis sativa por meio da analise de aguas
residuais®’. O 11-OH-THC e o A’-THC também costumam ser considerados, entretanto devido suas
caracteristicas lipofilicas, eles ndo sao facilmente encontrados®”.

O estudo da distribuicdo dessas drogas ilicitas em diferentes compartimentos hidricos € de grande
interesse cientifico. Os principais pontos de coleta e posterior liberagdo dos poluentes emergentes no
meio ambiente sdo as Estagbes de Tratamento de Esgoto (ETE), ja que os poluentes emergentes
chegam ao sistema aquatico principalmente por meio da agua de esgoto doméstico, hospitalar ou
provenientes de processos industriais e de descarte de produtos comerciais.

A medida dos valores de drogas ilicitas em aguas de esgoto pode fornecer dados em tempo real
para estimar o abuso de drogas ao nivel da comunidade onde esta localizada a estagédo de tratamento de
esgoto e agua. Esta estratégia foi primeiramente proposto por Daughton8 em 2001 e implementada
quatro anos mais tarde por Zucatto et al’ para estimar o abuso de cocaina no norte da Italia. Essas
estimativas, obtidas de uma forma razoavelmente barata e anénima (para evitar conflitos de privacidade
potencial) e permitir a adogéo imediata de medidas adequadas por parte das autoridades responsaveis
para combater o abuso de drogas pela populagao.

A eficiéncia a remocdo de drogas ilicitas em estagbes de tratamento de esgoto e agua é
desconhecida e devem ser monitoradas a fim de controlar sua liberagdo para o ambiente e evitar
possiveis efeitos danosos em ecossistemas aquaticos oriundos da toxicidade destes compostos. 10

Com o intuito de monitorar os metabolitos de canabindides em &aguas residuais, alguns
procedimentos analiticos tém sido utilizados, dentre eles os que se utilizam da analise por cromatografia
gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) *’. Todos os métodos incluem a etapa de
extracdo e pré-concentragdo do analito, empregando a extragdo em fase solida (SPE, do inglés solid
phase extraction) ou a micro extragdo em fase solida (SPME, do inglés solid phase microextraction),

antes da analise quantitativa.



Geralmente, a seletividade dos sorventes comerciais de SPE €& baixa, o que é um problema
quando uma extracdo seletiva a partir de uma matriz complexa tem que ser realizada. Para elevar a
seletividade molecular em SPE, polimeros de impressao molecular (MIPs, do inglés molecularly imprinted
polymers) tém sido empregados, porque em sua sintese sdo formados sitios de ligagao especificos para
determinado analito de interesse, podendo ser empregados nas etapas de pré-concentracao e extragéo
no preparo de amostras, no método denominado MISPE (do inglés molecularly imprinted solid phase
extraction)'"™".

Os materiais de impressao molecular sdo estaveis para armazenagem a longo prazo, sao de facil
preparo e econdmicos.”® O potencial deste material € alto, uma vez que oferecem resisténcia mecanica e
as altas temperaturas e pressdo e sao inertes frente a condigbes extremas de acidos, bases, ions
metalicos e solventes orge‘micos.16 Os MIP sao materiais sintéticos que possuem cavidades especificas
desenhadas para uma molécula molde envolvendo um mecanismo de retengdo baseado no
reconhecimento molecular. A tecnologia de uso dos MIPs possui ampla faixa de aplicagao no preparo de
amostras, podendo ser utilizados em extragbes SPE e SPME, em técnicas de separagdo como a CLAE,
eletroforese capilar (EC), eletrocromatografia capilar (ECC) e cromatografia em camada delgada (CCD).
Diversos tipos de analitos podem ser determinados, tais como proteinas, peptideos, enzimas, horménios,
nucleotideos e farmacos. Existe também a associagdo dos MIP com técnicas eletroanaliticas, com amplo

campo de pesquisa'’.

O fendbmeno do reconhecimento molecular pode ser definido como a ligagéo preferencial de um
composto a um receptor com alta seletividade sobre outros analitos. Os exemplos de reconhecimento
molecular encontrados na natureza tém levado alguns pesquisadores a desenvolver receptores sintéticos
com alta seletividade ou especificidade para analitos alvo. Esses materiais sintéticos com sitios de

reconhecimento produzidos artificialmente s&o os polimeros de impressdo molecular.
O processo de impressao molecular € composto de quatro etapas:

1) Preparo de um complexo entre mondmeros funcionais e analito alvo (molécula-molde) através de
ligagbes covalentes ou ndo-covalentes (presentes nos polimeros desse trabalho).

2) Polimerizagéo do conjugado monémero — molécula-molde.
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3) Remocao da molécula-molde do material polimérico.

4) Polimerizagdo com molécula alvo (template)

O processo como um todo € mostrado esquematicamente na figura 2.

> A
® [, i - & . Polimerizag&o com
a Modificagdo covalente ES cross-linker
. » ~
L ” | & N ‘

’ c | . .

d . 7 y
Template Associagdo ndo- covalente

-

+ Template
Hidrélise ligacdes covalente, (- agua)
> = ~
F— - Template
Extragdo do template (+ agua)

Figura 2: Representagédo esquematica do processo de impresséo molecular.™

Na primeira etapa, os mondémeros funcionais e a molécula-molde interagem, formando um
complexo estavel mondmero molécula-molde (M-T). Na etapa seguinte ocorre a polimerizagao,
juntamente com um mondémero reticulante ao redor do complexo M-T, produzindo um polimero
mecanicamente estavel. Na terceira etapa do processo, as moléculas-molde sdo removidas do polimero,
deixando neste microcavidades com tamanho, forma e estrutura complementar a molécula-molde. Em
condigbes proprias, o analito alvo ou analogos estruturais a ele sdo extraidos seletivamente. Em sua

ultima etapa o polimero € colocado junto ao composto alvo e se repete a etapa de sintese do mesmo.

A ideia em utilizar uma molécula-molde alvo para se ligar seletivamente a um sitio de
reconhecimento foi sugerida primeiramente por Mudd em 1932 ®e Pauling em 1940 19 para explicar

como funcionava o sistema imunoldgico. 2

A polimerizagdo por radicais livres ou crescimento em cadeia é um dos métodos de sintese mais

importante para conversdo de monémeros em polimeros. Podem ser realizados em condi¢des reacionais
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onde nado influenciam de modo significativo os grupos funcionais nos mondémeros e impurezas no
sistema. Por essa razao a polimerizag&o por radicais livres constitui em geral o método selecionado para
preparo dos MIPs. Essa polimerizagdo por radicais livres se caracteriza por trés etapas distintas:
iniciacdo, propagacgdo e terminagdo. A velocidade de crescimento da cadeia (propagagdo) é muito
superior a etapa de iniciagdo. Logo que é iniciada a formagédo da cadeia sua propagagao ocorrera num
curto periodo de tempo originando uma molécula com peso molecular elevada. O radical livre fica ativo

durante todas as etapas de polimerizagao. z

Os mondmeros polimerizam de forma a originar macromoléculas lineares. Contudo, os monémeros
multifuncionais presentes na polimerizagdo conduzem a obtengdo de polimeros néo lineares de
diferentes arranjos moleculares, dado que tendem a serem espécies quimicamente insollveis conferindo
rigidez e estabilidade mecanica dos locais de ligagdo com capacidade de reconhecimento molecular. Os
mondémeros multifuncionais permitem ligar quimicamente duas ou mais cadeias poliméricas lineares,

dessa forma s&o designados agentes reticulantes. 2

O solvente constitui o meio onde estdo presentes todos os reagentes do processo de
polimerizagdo. Além disso, outra fungédo de extrema importancia € na formacgao dos poros nos polimeros
macroporosos. Sua natureza e concentragdo influenciam na morfologia do polimero e no volume de

poros. '

Os grupos funcionais dos MIPS ficam com uma organizagao tridimensional obtida da formacao de
uma ligagéo néo covalente entre os mondmeros funcionais e a molécula-molde durante a polimerizagao.
Um mondmero simples, como o acido metacrilico, pode criar locais de liga¢cdes adequados para uma
grande variedade de moléculas molde com grupos funcionais aceitadores de prétons ou que estabilizam
ligagbes de hidrogénio. Esse sitios de reconhecimento tem grande capacidade de discriminar pequenas
diferengas estruturais da molécula-molde de forma semelhante a seletividade apresentada pelos

anticorpos. 2

Com base no que foi exposto até aqui e em resultados de simulagdes por DFT realizadas por

Fernandes®® em 2014, foi construido um fatorial experimental com a variagdo dos solventes, monémeros



e tempo de sintese para a construgdo de um planejamento experimental mais efetivo e a obtencao de

MIPs com alta eficiéncia.

2. Objetivos

v

Sintetizar e caracterizar polimeros de impressao molecular para determinagao canabindides em
amostras de esgoto;

Construgao de um fatorial experimental a partir de resultados de simulagbes tedricas;

Avaliar qual o melhor solvente (adgua, acetonitrila, cloroférmio ou metanol) para obter um MIP mais
eficiente;

Avaliar qual o melhor mondémero (acido acrilico ou acido metacrilico) para obter um MIP mais
eficiente;

Desenvolver um método de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas ion trap

para determinacéo de canabindides;



3. Metodologia

3.1. Sintese do Polimero de Impressao Molecular

O método empregado na sintese foi o de polimerizagdo em “bulk”, onde a reagao € realizada em
sistema homogéneo, em frascos fechados (selados) contendo todos os reagentes de sintese. Foram
sintetizados os MIPs e seus respectivos brancos analiticos (Polimero ndo impresso, NIP, do inglés Non-
Imprinted Polymer) utilizando-se o monémero AA (Acido Acrilico) e também com o monémero AMA

(Acido Metacrilico).

Os polimeros foram sintetizados com a variagdo de algumas variaveis como o solvente, o
monémero e o tempo de contato entre 0 mondmero e a molécula molde antes da polimerizagéo (4 horas
de incubagédo em sistema fechado), a sequencia realizada durante a sintese é apresentada na forma de

fluxograma na figura 3.

Moléculamolde N,
l L +EGDMA
Solvente \ ‘ Mondmero +iniciador
S - 5
|
Repouso por 4h Purga com N, por 5min
Solvente
Extrator
i = -

|
B
|
//
|

By

Extragdo
Banho maria, 60°C, 24h Trituragdo

AR e

Figura 3: Fluxograma da sintese experimental dos polimeros de impresséo molecular

Inicialmente adiciona-se a um tubo de ensaio, o solvente, a molécula molde e o monémero,
alguns polimeros passaram pelo processo de incubagao, com duragao de 4 horas. Apds esse periodo de
4 horas, adicionou-se o0 agente reticulante e o iniciador radicalar, e o sistema foi agitado no vortex para

melhor homogeneizagéo do meio reacional. Na sequencia, a mistura foi submetida & purga de nitrogénio
8



por 5 minutos para eliminar possiveis interferentes na polimerizagdo como oxigénio. Apos esta etapa os
frascos foram selados com parafilm e colocados em banho maria a 60°C por 24 horas. A descrigdo de
cada polimero sintetizado encontra-se na tabela 1, esses polimeros foram preparados com o auxilio de
resultados de simulagbes de quimica tedrica que foram utilizados para a construgdo dos fatoriais

experimentais, conforme Fernandes, 2014.%°.

Tabela 1. Relagdo dos Polimeros Preparados e Brancos. (AMA — Acido Metacrilico, AA — Acido Acrilico,
EDMA — Etileno GlicolDiamina, 1,1 Azobis — 1,1 Azobis-(ciclohexanocarbonitrila).

Polimero Monomero I\/I(_(I)_IHégLfIC?OI\/Ioome Solvenr;:;a 2 Método
1 AMA (170 uL) Presente Cloroférmio Incubagéo
2 AMA (170 pL) Ausente Cloroférmio Incubagéo
3 AA (150 pL) Presente Cloroférmio Incubagéo
4 AA (150 pL) Ausente Cloroférmio Incubagéao
5 AMA (170 pL) Presente Cloroférmio Sem Incubagéo
6 AA (150 pL) Presente Cloroférmio Sem Incubacgéo
7 AMA (170 pL) Presente Acetonitrila Incubagéo
8 AMA (170 pL) Ausente Acetonitrila Incubagéo
9 AA (150 pL) Presente Acetonitrila Incubagéo
10 AA (150 pL) Ausente Acetonitrila Incubagéo
11 AMA (170 pL) Presente Acetonitrila Sem Incubacéo
12 AA (150 pL) Presente Acetonitrila Sem Incubacao
13 AMA (170 pL) Presente Metanol Incubagao
14 AMA (170 L) Ausente Metanol Incubagéo
15 AA (150 uL) Presente Metanol Incubagéo
16 AA (150 pL) Ausente Metanol Incubagéo
17 AMA (170 uL) Presente Metanol Sem Incubagéo
18 AA (150 pL) Presente Metanol Sem Incubagéo
19 AMA (170 L) Presente Agua Incubagéo
20 AMA (170 pL) Ausente Agua Incubag&o
21 AA (150 pL) Presente Agua Incubag&o
22 AA (150 pL) Ausente Agua Incubag&o
23 AMA (170 pL) Presente Agua Sem Incubagéo
24 AA (150 pL) Presente Agua Sem Incubagédo

Apo6s a polimerizagao, o conteudo solido do tubo foi triturado em almofariz e pistilo e deixado em

descanso para secagem a temperatura ambiente, sendo pequenas aliquotas separadas para posterior



caracterizacdo por analise da morfologia com uso da microscopia Otica e andlise espectroscopica na
regido do infravermelho. O restante da aliquota foi suspenso em 5 ml da mistura 9:1 de Metanol:Acido
Acético e submetidos a extragdo em um sonificador.”> Foram realizados 3 ciclos de extragdo com
duragdo de 5 minutos. Com o auxilio de uma seringa de vidro acoplada com microfiltro, foi realizada a
fitragdo do MIPs e NIPs para posterior quantificacdo da molécula molde por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massa.

3.2.Caracterizacao do Polimero de Impressao Molecular

Inicialmente, pequenas porgdes do polimero triturado foi levado ao microscopio 6tico, onde com
aumento de 50 e 100 vezes, foi verificado a morfologia dos graos, analisando-se forma e tamanho.

Em seguida, a caracterizagdo do MIP e NIP foi realizada empregando a técnica de espectroscopia
vibracional no infravermelho (IV) para avaliar os grupos funcionais existentes nos materiais, sendo as
analises conduzidas em um espectrofotdmetro modelo 640 IR da Varian. As amostras foram previamente
prensadas com brometo de potassio anidro, para formar pastiihas adequadas para analises. Os
espectros foram obtidos no intervalo espectral de 4.000 a 400 cm™, empregando uma resolugao de 4 cm™”

e uma taxa de 48 varreduras por minuto.

3.3.Desenvolvimento da Metodologia de CG/MS

Na etapa de desenvolvimento do método GC/MS para determinagdo dos canabindides, foram
preparadas solugdes padrdes de 2 mgL'1 dos metabdlitos de 11-OH-THC, canabinol e A>-THC em
acetona e acetonitrila. Essas solugdes padrdes foram injetadas no sistema GC/MS ion Trap:
Cromatoégrafo a gas modelo CP-4000 acoplado com espectrdmetro de massa modelo 4500 MS, injector
SPI, injector split/splitless, software Varian Saturno e coluna capilar CG ZEBRON ZB-DRUG com
dimensbes de 10mm x 0,18mm x 0,18um da Varian. Alguns parametros do método cromatografico foram
variados, como a rampa de aquecimento, volume de injegcdo e modo de varredura até obtermos um

método seletivo, com uma boa relagao sinal-ruido e alta precisao.
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4. Resultados e Discussoes

4.1.Simula¢des por Quimica Quantica

Antes da sintese dos MIPs ser reproduzida no laboratério, os resultados obtidos por simulagdes de
DFT foram analisadas para a construgdo do fatorial.”® Entre os principais resultados obtidos por
Fernandes 2014, esta a variacdo de energia obtida da simulacdo da interagado entre monémeros (acido
acrilico e acido metacrilico) e o A°-THC utilizando a Teoria do Funcional de Densidade (DFT) que
consiste na resolugdo da Equacado de Schrodinger para obtencdo de propriedades do sistema. A DFT
trabalha considerando a densidade eletrénica dos atomos, ou seja a resolugdo dos calculos leva em
conta interagbes entre os nucleos e os elétrons diferente da Mecanica Classica onde os atomos sao
considerados como esferas para os calculos. Com esse método € possivel descrever a estrutura
eletrébnica de moléculas e avaliar diversos parametros fisico-quimicos de interagdes entre moléculas. Os
calculos do DFT foram feitos utilizando o funcional de troca e correlagao hibrido B3LYP e o conjunto de
funcdo de base 6-311 G(d,p) contidos nos programas Gaussian 09 *° e Gaussian 03 **, sendo o primeiro
utilizado para a simulagdo da interagdo entre a molécula molde e o mondmero e o segundo para a
interagdo entre a molécula molde e o solvente, esse softwares foram disponibilizados pelo setor de
Computacao Cientifica da Universidade Federal do ABC bem como as maquinas de alto desempenho

cobalto e cromo.

Na figura 3 pode-se observar uma imagem da interagdo entre o monémero e a molécula molde,
todas as moléculas passaram por otimizagdo de geometria em busca da conformagédo de menor energia
e por uma analise de cargas atbmicas antes da avaliagdo da interacdo entre as mesmas. Em suas
simulagdes, Fernandes 2014, utilizou 6 diferentes mondémeros alguns deles com carater mais acido,
outros com carater basico, e esses mondmeros interagiram de forma diferente com a molécula molde,

seja por ligagdes de hidrogénio ou por interagdes intermoleculares como van der walls, por exemplo.
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% A THC(4-VIM) ,

% AS-THC(1-VIM), bed ®  ASTHC(4-VIP),

Figura 3: Complexos de interagdo formados entre a molécula molde A°-THC e os mondmeros funcionais:
AA — Acido Acrilico, AMA — Acido Metacrilico, AAM — Acrilamida, 1-VIM — 1 Vinilimidazol, 4-VIM — 4
Vinilimidazol e 4-VIP — 4 Vinilpiridina.*®

Com a geometria otimizada para os complexos foram calculados os valores de AE das moléculas

de A’-THC complexadas com cada monémero de acordo com a equagado 1, a partir dos valores da

AE = E T E o ZE (Equagéo 1)

complexo MM-MF molécula molde mondmero

energia total das moléculas conforme apresentado na tabela 2.

Tabela 2. Energia de interagéo (AE) entre a molécula A°-THC e os monémeros funcionais estudados.

Molécula AE (kcal/mol)
A°-THC (AA), -18,15
A°-THC (AMA), -18,01
A°-THC (AAM), -15,65
A°-THC (1-VIM), -12,51
A°-THC (4-VIM), -16,25
A°-THC (4-VIP), -11,33
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De acordo com os resultados da comparagdo das energias de interagdo entre o A9-THC e os
mondmeros selecionados, verifica-se que o maior variagdo do valor de AE é obtido com o MIP sintetizado
com AA, porém com pouca diferenga em relagdo ao AE obtido quando se utiliza o monémero AMA,
indicando que ocorre uma interagdo mais forte entre essas moléculas e, portanto, espera-se uma maior
seletividade a molécula de A>-THC. Observando-se a magnitude do AE obtido para cada conformagéao é
possivel estabelecer uma ordem de correlagcdo direta com a quantidade de ligagdes de hidrogénio
formadas. Foi realizado o estudo para as moléculas de THC-COOH como molécula molde e constatou-se
resultados semelhantes aos obtidos para o A°-THC, sendo assim foram escolhidos os mondémeros Acido

Metacrilico (AMA) e Acido Acrilico (AA) para a sintese em laboratério.

Utilizando o programa Gaussian 03, Fernandes 2014, realizou calculos para a interagcao entre o
solvente e a molécula THC-COOH, principal metabdlito do A°-THC. Os possiveis complexos de interagao
para a molécula de THC-COOH com moléculas de agua (H,O) e metanol (MeOH), bem como com as
moléculas do solvente acetonitrila (MeCN) e cloroformio (CHCI3;) para analise da interferéncia dos

solventes na formacgéo de interagdes por ligagédo de hidrogénio sao apresentados na Figura 5.

THC-COOH_3MeCN

2.897

THC-COOH_3MeOH THC-COOH_3CHCI3

Figura 5: Complexos de interagdo formados entre a molécula molde THC-COOH e os solventes H,O

(agua), MeCN (acetonitrila), MeOH (metanol) e CHCI; (cloroférmio).
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Na molécula de THC-COOH, os trés sitios ativos podem interagir por ligagées de hidrogénio com a
molécula de agua e metanol. Ja para as moléculas de acetonitrila apenas o sitio carboxilico e hidroxilico
podem ser considerados. Nenhuma ligagéo de hidrogénio é observada na interagdo com o cloroférmio

Os valores de AE obtidos na formagao dos complexos de interagdo, calculados de acordo com a
equacao 1, sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Energia de interagdo (AE) entre a molécula THC-COOH e os monémeros funcionais e

solventes estudados.

Molécula AE (kcal/mol)
THC-COOH(AA)3 -35,5045
THC-COOH(AMA)3 -35,1431
THC-COOH(3H,0) -26,4916
THC-COOH(3MeCN) -16,2249
THC-COQOH(3MeOH) -26,6679
THC-COQOH(3CHClI5) -5,8622

Os dados da tabela 3 mostram que os valores de AE se tornam mais distintos e evidenciam a
caracteristica de solvente protico da agua e do metanol em interagdo com os sitios carboxilicos da
molécula de THC-COOH, quando mais inferior o valor de AE significa uma menor interagdo do composto

com a molécula alvo, para o solvente o cloroférmio apresentou os melhores resultados.

4.2. Sintese dos Polimeros de Impressao Molecular

Os MIPs foram sintetizados sem maiores problemas conforme metodologia descrita. Na etapa de
trituragéo do polimero, deve-se ressaltar que a nao uniformidade e a rigidez do polimero dificultam esta

etapa e em decorréncia ocorre perda de massa. A massa média dos polimeros foi de 540 mg.

4.3. Analise de Morfologia dos MIPs

As imagens obtidas com o microscopio otico do material polimérico € apresentada na Figura 6.
Percebe-se a heterogeneidade da forma e do tamanho dos graos, que variam de 20 a 500 ym. Esse
comportamento é caracteristico de MIPs sintetizados pelo método bulk’’, ja que as particulas séo obtidas

pela pulverizagao do bloco polimérico formado.
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Figura 6: Microscopia o6tica do MIP sintetizado em (a) Cloroférmio (aumento de 50x), (b) Acetonitrila

(aumento de 50x), (c) Metanol (aumento de 50x) e (d) Agua (aumento de 100x)

4.4.Espectroscopia Vibracional no Infravermelho

Os espectros de absorgdo na regido do infravermelho dos MIPs, sintetizados com Acido Acrilico e
Acido Metacrilico nos quatro solventes sdo apresentados de forma comparativa nas figuras 7 e 8. Em
relagdo aos NIPs observou-se que ndo ha diferengas entre os espectros obtidos para o MIP e para o NIP,
considerando que a concentragdo da molécula molde € muito baixa e com isso a composigdo do MIP e

NIP é praticamente a mesma.
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Figura 7: Espectro de absorgdo no infravermelho para MIP sintetizados com Acido Acrilico em diferentes
solventes.

100

i Agua THCCOOH (AMA),
Acetonitrila
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Figura 8: Espectro de absor¢do no infravermelho para MIP sintetizados com Acido Metacrilico em
diferentes solventes.

Com base nos espectros apresentados nas figuras 7 e 8, constatou-se que quando os MIPs foram
sintetizados em agua, observa-se faixas de comprimento de onda de absorgéo:
- na regido de 3600 cm™ caracteristicos dos estiramentos da ligagdo O-H;
- na regido de 3200 cm™ que indicam a resisténcia de agua residual;
- na regido de 3000 cm™ proveniente da ligagéo C-H;
- na regido de 1700 cm™ referente & deformagéo angular dos grupos C=0;
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- na regido de 1400 cm’ e na regido de 1200 cm”, proveniente da deformagéo angular C-O;

Ja os MIPs sintetizados em acetonitrila, apresentam as mesmas bandas observadas para agua séo
observadas com excegdo da banda na regiao de 3200 cm™ que séria referente a agua residual. Quando a
sintese ocorre em metanol, nota-se uma redugéo da banda de adsorgéo na regido de 3600 cm™’ e para o
Cloroférmio, bandas similares das obtidas para acetonitrila sdo observadas. %

Quando comparados os espectros dos MIPs sintetizados com AA e AMA, verifica-se que ndo ha
diferenga significativa entre eles além da pequena variagdo na intensidade de absorgdo nas regides de
1700 cm™ e 1200 cm™, com os MIPs sintetizados com AMA geralmente apresentando bandas mais

intensas nessas regides.

A reducado das intensidades das bandas na regido de 3600 cm” (referente ao estiramento da
ligagdo O-H) e na regidao 1700 cm™ (referente a deformagao do grupo C=0) é um indicio da ocorréncia de
interacdes por ligacées de hidrogénio nos MIPs, provenientes da interacdo entre a molécula molde e o

monoémero funcional, conforme foi apontado por Dong e colaboradores?.

Considerando a comparagéo de cada espectro obtido em determinado solvente (avaliando-se MIP
e NIP) e o critério citado anteriormente, constata-se que apenas quando é utilizado o cloroférmio (Figura
9) é que se verifica a redugao consideravel da intensidade da banda referente a deformagao dos grupos
C=0 e na regido do estiramento OH, o que pode indicar a existéncia das intera¢cdes por ligacdo de
hidrogénio no MIP. Esse efeito pode estar correlacionado ao fato do cloroférmio possuir menor constante
dielétrica (gsgua= 80, Eacetonitrita=37,9 , Emetano=33 € Eqoroisrmio=4,8) €m relagdo a os outros solventes
utilizados na sintese, o que gera menor interferéncia na interagéo entre a molécula molde e as moléculas

do mondmero funcional na etapa de pré-polimerizagao.
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Figura 9: Espectro de absorgdo no infravermelho para MIP e NIP sintetizados com Acido Acrilico em
Cloroférmio.

4.5.Método CG/MS

O cromatograma obtido com o método desenvolvido é mostrado na figura 10 evidenciando os trés
picos dos seguintes padrées de canabindides: 1) 11-OH-THC; 2) Canabinol; 3) A*-THC. A figura 10 ainda
nos traz um espectro realizado no modo MS-MS com os picos de razGes massa carga para cada ion. As

condigbes do método desenvolvido sdo apresentadas na tabela 4.

Tabela 4. Condigbes Cromatograficas. Condi¢gdes obtidas em sistema GC/MS para determinagdo de

canabinoides e solugbes padrao.

Temperatura do injetor 260° C
Volume de Injecéo 5L
Programacao da Rampa 160°C (1min), 280°C (35°C/min) 30 min
Gés de arraste Hélio 6.0
Fluxo do gés de arraste 1 ml/min
Temperatura do manifold 50°
Modo de ionizagao lonizagao por elétrons (70 eV)
Modo de varredura AMD Scan external
fons (m/2) 299 (A9-TH3?;; 231 (CBD); 295 (CBN);
(A9-THC -D3)
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Figura 10: Total ion Cromatogram (TIC) obtido para um mix 5mg/L contendo 11-OH-THC, canabinol E A%-
THC usando uma coluna GC capilar CG ZEBRON ZB-DRUG-1, injegédo 5L, modo scan AMD external El.

Identificagao dos picos: (1) 11-OH-THC, (2)cannabinol, (3)A9-THC.
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5. Conclusao

A abordagem computacional utilizada nesse estudo proporcionou a avaliagdo prévia do sistema
reacional para a preparacdo de MIPs e pode ser utiizada como uma ferramenta preliminar e
complementar a selecao experimental. O estudo comparativo dos valores de AE em cada sitio de
interacao com os diferentes mondmeros de sintese elucida como pode ocorrer a competicao entre as
moléculas do meio reacional, informagao importante quando se avalia a seletividade dos MIPs obtidos.

A caracterizagdao dos MIPs por infravermelho mostrou que o Cloroférmio € o solvente mais
adequado para a sintese dos MIPs, o fato de ser um solvente apolar e de ter uma baixa constante
dielétrica, permitem que as interagdes ocorram de maneira mais fraca entre o monémero e a molécula
alvo confirmando os valores encontrados nas simulagdes por DFT, como essas interagdes sdo mais
fracas obtemos uma maior eficiéncia de reticulacdo do MIP.

A microscopia 6tica mostrou um padrdo de ndo uniformidade do tamanho dos graos dos MIPs,
conforme é esperado para MIPs sintetizados pelo método Bulk. Testes de eficiéncia da extragdo da
molécula molde do polimero sintetizado e testes de religagdo da molécula molde em solugbes teste e
amostras de esgoto doméstico devem ser realizadas para que se constate a aplicabilidade dos MIPs em
processos de deteccgédo, extragado e quantificac}éo.22

A metodologia desenvolvida para a determinagdo do A’-THC e seus metabolitos mostrou-se
seletiva e deve ser validada assim que o padrdo dos metabdlitos estiver disponivel. Deve-se salientar o
fato de que a metodologia desenvolvida ndo faz o uso de nenhum reagente derivatizante que séo caros e

impossibilitam o uso em analises de rotina como é o caso da Policia Federal.
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