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il. Resumo

A furazolidona é uma substanis ativa do medicamento Giarlam que contém um
espetro anti-bacteriano relativamente amplo e que é frequentemente usado para
tratar certas doencas bacterianas e protozoarias no homem. A maioria dos farmacos
exige uma dosagem que garanta os niveis de seguranca e eficiacia de atuacdo. A
necessidade de dosear os medicamentos e o0s seus metabodlitos exige o
desenvolvimento constante de métodos analiticos eficientes.

Neste trabalho desenvolveu-se um novo sensor eletroquimico para a detecdo
da furazolidona, baseado num elétrodo de pasta de carbono modificado com um
polimero molecularmente impresso. A procura de novos materiais que permitam uma
melhor seletividade e sensibilidade aos sistemas de detecdo é especialmente
importante no desenvolvimento de métodos analiticos. Os polimeros molecularmente
impressos enquadram-se nesse perfil e o seu uso tem vindo a ser cada vez mais
frequente como ferramenta importante em quimica analitica. Assim, sintetizou-se um
polimero com cavidades seletivas para a Furazolidona. Este polimero foi, misturado
com grafite e perafina de modo a produzir uma pasta de carbono. Uma seringa de
plastico foi usada como suporte da pasta de carbono. O comportamento eletroquimico
do sensor foi avaliado e diversas condicGes de utilizacdo foram estudadas e otimizadas.
O sensor apresenta um comportamento linear entre a intensidade do pico e a
concentragdo numa gama de concentragdes entre 1 e 100 uM, um limite de dete¢ao
de 1 uM e uma precisdo (repetibilidade) inferior a 7%. A aplicabilidade do sensor
fabricado em amostras complexas foi avaliada pela dete¢do do farmaco em amostras

de urina.

Palavras-chave: Furazolidona, Polimero molecularmente impresso, Sensor

eletroquimico, Pasta de carbono, Voltametria
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Abstract

Furazolidone is a drug with a antibacterial spectrum relatively wide which is
often used for treating certain bacterial infections and protozoal infections in human.
Most drugs require a dosage levels to ensure safety and effectiveness of action. The
need to dispense the drugs and their metabolites requires the constant development

of efficient analytical methods.

In this work, a novel electrochemical sensor for furazolidone detection was
developed, by using molecular imprinted a carbon paste electrode. The development
of new analytical methods requires the search of strategies for improving both the
sensitivity and selectivity. The molecular imprinting technology fits that requirement,
and is more often used as an important tool in analytical chemistry. A polymer white
imprinted cavities for connection with furazolidone molecules was prepared. The
polymer was mixed with graphite and paraffin in order to produce a carbon paste,
which was place in a plastic syringe with a copper wire used for connection with the
electrochemical equipment. Several experimental conditions have been studied and
optimized, such as the electrochemical behavior, the incubation and the extraction

conditions.

The fabricated sensor shows a linear behavior between the peak intensity and
the concentration of furazolidone from 1 to 100 uM, a limit of detection of 1 uM, and a
precision (evaluated by standard deviations) less than 7%. The sensor was successfully

used in the detection of the drug in complex samples, such as urine.

Keywords: Furazolidone, Molecular imprinted polymer, electrochemical sensor,

Carbon paste eletrode, Voltammetry
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Ill. Lista de abreviaturas

ACSS — Administracdo Central do Sistema de Saude
AIBN — Azobisisobutyronitrile

AIM - Autorizacdo de introducdo do mercado
CC - Corrente continua

CV — Voltametria ciclica

DPP - Polarografia de pulso diferencial

EGMA — Elthylene glycol dimethylacrylate
EMA - Agéncia Europeia do Medicamento

FDZ - Furazolidona

GPES — General Purpose Electrochenical System
HPLC - High performance liquid chromatografy
LSV — Voltametria de varrimento linear

MAO - Monoaminoxidase

MIP - Polimero molecularmente impresso

NIP — Polimero ndo-impresso

NIPP — Polarografia de pulso normal

PBS — solucdao tampao fosfato

ppm — parte por milhdao

SWV - Voltametria de onda quadrada
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1. Introducao
1.1. Medicamentos de uso humano

Durante todo o seu ciclo de vida, o medicamento para uso humano esta sujeito
a processos de qualidade, seguranca e eficacia (figura 1.1). Os diferentes
intervenientes durante o processo (fabricantes, distribuidores, prescritores, farmacias

e outros locais de venda) estdo sujeitos a um conjunto de obrigacdes e procedimentos

para que esses trés processos estejam sempre garantidos. !
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Ensalos Prescrigia
Clinicos
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Farmacovigildnda
Dispensa
Investigacdo
e
Desenvolvimento

Utilizagao

Figura 1.1 - Ciclo do medicamento (23]

° Investigacdo e desenvolvimento

Antes que um novo medicamento seja descoberto, os investigadores terao de
descobrir qual o tratamento mais adequado e a causa para o seu aparecimento.
Durante este processo aparecerdo questGes a serem resolvidas tais como: Como os

genes se alteram? Como é que isso afeta as proteinas traduzidas? Como é que as

11
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proteinas interagem uma com as outras nas células vivas? As células modificadas
alteram o tecido onde se encontram? Como a doenca afeta o paciente? Estas sdo
guestdes que terdo que ser resolvidas através da pesquisa, da investigacao, sendo esta
base de conhecimento a resolugio do problema 2!,

Apesar de as tecnologias e ferramentas estarem a evoluir com o passar dos
anos, o desenvolvimento de um medicamento resulta de vdrios anos de pesquisa,
sendo muitas vezes, um trabalho arduo e sem resultados imediatos. Se a pesquisa for
bem-sucedida, os investigadores terdo ainda um longo caminho a percorrer tentando

passar o conhecimento adquirido na pesquisa para o desenvolvimento do

tratamento/medicamento.
) Ensaios Clinicos

Como foi dito anteriormente, o medicamento antes de entrar em
comercializacdo, tem que demonstrar, primeiro, a sua eficiéncia, qualidade e
segurancga. Para assegurar o sucesso desses critérios sdo elaborados varios ensaios
clinicos que vao recolher informacbes que mais tarde irdo servir de base para o
processo de obtencdo da autorizacdo de introducdo do mercado (AIM).

Esta fase permite, entre outros casos, obter informagdes preciosas acerca da
seguran¢a do medicamento, nomeadamente as reagdes mais adversas e esperadas
bem como intera¢des medicamentosas com outros medicamentos administrados
simultaneamente. Os ensaios clinicos envolvem varios participantes voluntarios. Para
garantir que estes ensaios sdao conduzidos de forma justa, ha inUmeras regras e
critérios que orientam o desenho do estudo, as qualificacdes e treino dos
investigadores, a monitorizagao constante de todos os centros de ensaio e a obtenc¢ao
do consentimento do potencial do ensaio apds apresentacdo dos riscos e potenciais
beneficios dessa participacdo. Todos os participantes em ensaios clinicos sao livres de
sair do ensaio clinico em qualquer momento. Os ensaios clinicos normalmente sao
feitos através de quatro fases.

Na primeira fase um medicamento experimental é administrado pela primeira

vez em seres humanos. Os ensaios clinicos desta primeira fase focam-se
12
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principalmente na seguranga e tolerancia ao medicamento. Na fase dois o ensaio
clinico foca-se na eficicia do medicamento experimental no tratamento de uma
doenca ou condicdo médica. Também é recolhida informacdo sobre a seguranca do
medicamento experimental, efeitos secundarios e potenciais riscos. Nesta fase, os
investigadores trabalham para determinar as dosagens mais eficazes para o
medicamento e o método mais apropriado de administracdo. Relativamente a fase
trés, os investigadores testam os resultados dos ensaios clinicos anteriores mas em
populacbes maiores e recolhem informacdo adicional acerca da eficidcia e seguranca
do medicamento experimental. Esta fase envolve normalmente entre vdrias centenas
a varios milhares de participantes de varios sitios assim como muitos médicos
investigadores. Os ensaios clinicos da fase quatro — também conhecidos por “estudos
pos-comercializacdo” — sdo conduzidos apds a aprovacdo regulamentar de um
medicamento. Através destas experiéncias, os investigadores recolhem informacdo
adicional acerca dos riscos a longo prazo, beneficios e otimizacdo do seu uso. Estes
ensaios envolvem frequentemente milhares de individuos e podem decorrer durante

anos. [42]
° Autorizacao

Segundo a Infarmed [25] para que um medicamento seja colocado no mercado,
é preciso que qualquer agéncia de medicamento do Estado Membro da Unido
Europeia ou a Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) conceda uma Autorizagdo de
Introdu¢dao no Mercado (AIM).

De modo a garantir a eficiéncia, seguranca e qualidade dos medicamentos a sua
aprovacdo obtém-se pela aprovagao de regras e procedimentos que compde o Sistema
Europeu de Regulacdo, de qual Portugal faz parte. A obtencdo de autorizacdo de
introdu¢gdo no mercado de um novo medicamento pode ser um processo
extremamente complexo, sobretudo tendo em conta o grande nimero de sistemas

regulamentares nacionais e internacionais. E um processo rigoroso que obedece os

mais elevados padrdes de qualidade de modo a garantir a protecdo da saude publica.

13
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Na Europa, ja é habitual a autorizacdo do medicamento em 10 ou mais paises
simultaneamente. Isto pode levar de dois a trés anos para gerar os dados para
apresentar as autoridades reguladoras e o mesmo tempo para responder a multiplas

solicitacdes de informacdo antes do lancamento.
° Fabrico

Depois de consumada a autorizacdo o proximo passo é o fabrico do
medicamento. No ambito do processo de fabrico, a entidade coordenadora do
licenciamento industrial é o Ministério da Economia e do Emprego. Em Portugal é a
Infarmed que realiza as actividades de supervisdo e fiscalizacdo, verificando a
implementacdo dos sistemas de boas praticas de acordo com as normas nacionais e
procedimentos internacionais estabelecidos pela Comissdao Europeia e pela Agéncia
Europeia do Medicamento. As boas praticas de fabricacdo determinam que processos
de fabricacdo devem ser definidos e monitorizados sistematicamente e devem ser
efectuadas, frequentemente, qualificacOes e validagdes consideradas necessarias.

Além disso para garantir as boas praticas de fabricacdo os funcionarios devem
estar treinados para desempenharem correctamente os procedimentos, as instalagdes,
equipamentos, materiais, recipientes e rétulos terdo de ser os mais adequados, devem
ser feitos registos de todas as etapas de produgdo, o armazenamento e distribuicao
devem ser adequados para nao colocar em risco a sua qualidade, as reclamagdes sobre
os produtos devem ser registadas e examinadas, entre muitas outras.

A grande vantagem destas praticas de fabricacdo é sobretudo assegurar os
requisitos minimos de higiene e organizacdo, controlar a qualidade dos produtos
durante todas as fases de producdo, assegurar que contém a infra-estrutura necessaria

para o fabrico do medicamento, reduzir desperdicios e trabalhar com seguranga.
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° Distribuicao

Depois do fabrico do medicamento procede-se a distribuicdo do mesmo. A
distribuicdo tem como principais objetivos assegurar a validacdo da prescricdo, o
cumprimento integral do plano terapéutico, a diminuicdo dos erros associados a
dispensa e administracdo, uma melhor adesdo do doente a terapéutica e o
cumprimento dos procedimentos e normativos legais a recursos humanos, instalagdes
e equipamentos, processos organizacionais e técnicos. Outra das grandes vantagens é
o facto de assegurar uma utiliza¢do segura, racional e eficaz do medicamento realizado
guer no internamento quer no regime de ambulatério 31

Em Portugal as atividades de abastecimento, posse, armazenagem ou
fornecimento de medicamentos destinados a transformacao, revenda ou utilizacdo em
servicos médicos, unidades de saude e farmacias, excluindo o fornecimento ao publico,

depende sempre de autorizacdo do Infarmed. Consumada a sua distribuicdo o

medicamento passa para o processo de prescricdo e dispensa.
° Prescri¢do e Dispensa

A prescricdo e dispensa de medicamentos feita com qualidade sdo
fundamentais para que o tratamento do paciente alcance bons resultados. De acordo
com a Administragdao Central do Sistema de Saude (ACSS), a dispensa é o ato de um
farmacéutico de proporcionar um ou mais medicamentos prescritos a um paciente,
geralmente como resposta a apresentagdo de uma receita elaborada por um médico
ou profissional autorizado. Antes da dispensa, o farmacéutico informa e orienta o
paciente sobre o uso adequado do medicamento.

Os medicamentos para venda podem ser classificados, como: sujeitos a receita
médica, medicamentos de receita médica especial (ex. estupefacientes),
medicamentos de receita médica restrita (ex. uso exclusivo hospitalar ou em alguns
casos de ambulatério) ou ndo sujeitos a receita médica. No entanto como em todos os

processos existem regras e avisos que devem ser seguidos tais como:
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° Os médicos devem prescrever medicamentos, dispositivos e outros
tratamentos baseados unicamente em considera¢des médicas e necessidade do
paciente e com expectativas razoaveis sobre a eficacia do medicamento, dispositivo ou
outro tratamento para o paciente em particular;

° Médicos ndo podem aceitar qualquer tipo de pagamento ou compensacao de
uma empresa farmacéutica para prescrever os seus produtos. Além disso, os médicos
ndo devem ser influenciados na prescricio de medicamentos por um interesse
financeiro direto ou indireto de uma empresa ou de outro fornecedor;

° Os médicos podem possuir ou operar uma farmacia, mas geralmente ndo
podem enviar os seus pacientes para ela, exceto se tal acdo beneficie principalmente o
paciente;

° Os pacientes tém o direito de ter acesso a informacao contida nos seus registos
médicos individuais. Uma vez que a prescri¢cdo é parte do registo do paciente, ele tem
o direito a uma cdpia da prescricio do médico dos medicamentos ou dispositivos. Por
isso, os médicos ndo devem desencorajar os pacientes de solicitar uma copia escrita da

receita médica ®!.

° Utilizagdo

Como foi dito anteriormente os doentes tém o dever de procurar informacao e
o direito a ser informados quanto as suas proprias responsabilidades para um uso
correto e adequado dos medicamentos. Os profissionais de saude, médicos e
farmacéuticos, que tém um papel fundamental na promocgao da utilizagdo racional dos
medicamentos, deverdo prestar todos os esclarecimentos aos doentes, sempre que
necessario. Mesmo assim, os pacientes antes de utilizar qualquer medicamento
deverdo procurar conhecer os medicamentos que toma, através da leitura do folheto
informativo (bula) que acompanha os medicamentos e dos esclarecimentos do médico
ou farmacéutico e informar sempre os mesmos dos medicamentos que toma, se esta
gravida, pretende engravidar ou esta a amamentar, outras doencas, etc. Além disso é
bastante aconselhavel tomar os medicamentos tal como lhe foram indicados, em

termos de hordrios, dose, duracdo do tratamento e do que fazer caso se esqueca de
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uma toma bem como manter os medicamentos na embalagem de origem, seguindo as
instrucdes de conservacdo. Por fim é recomenddavel verificar sempre o prazo de

validade.

1.2. Furazolidona (FZD)

O Giarlam é um dos medicamentos que esta sujeito aos processos de qualidade,
seguranca e eficiéncia, isto é, percorre também o ciclo dos medicamentos explicado
anteriormente. A substadncia ativa deste medicamento é designada por Furazolidona
(figura 1.2). Este farmaco de administracdo oral é um antiprotozoario, giardicida e
antibacteriano, com efeito microbicida. E usado no tratamento de diarreia provocada
por bactérias. Também pode ser util no tratamento da febre tifoide, infecdes da cdlera
e salmonela ®7,

Phillips and Hailey (1986) 431 & Brander et al. (1971) Bl referem que a
furazolidona é um medicamento com um espetro antibacteriano relativamente amplo,
frequentemente usado para tratar certas doencas bacterianas e protozodrias no
homem e também nos animais. Ja Mustafa et al. (1986) 38l & Tatsumi et al. (1981) 541
informaram que a furazolidona em alguns animais pode levar a mudancgas em alguns
componentes do plasma e a alteragdes histopatoldgicas no figado e nos rins. Nas aves

de capoeira, a droga foi utilizada para inibir a atividade da enzima monoaminoxidase

(MAO).
O / \ N—
N VY N

O

Figura 1.2 — Formula quimica da Furazolidona 1591
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O modo de uso deste medicamento é por via oral, normalmente quatro vezes
por dia e pode ser tomado com alimentos se ocorrer indisposicdo gdstrica. Para
melhores resultados, é aconselhavel tomar cada dose em intervalos constantes. Isso
ird garantir um nivel continuo de medicamento no sangue. E imperativo tomar este
medicamento durante todo o tempo prescrito pois parando o tratamento cedo demais
pode fazer com que a infecdo volte a manifestar-se.

Mas como todos os medicamentos, a furazolidona também tem efeitos
colaterais tais como dor de cabeca, dores de estbmago, nduseas, vomitos, tonturas ou
fraqueza. Isto pode ocorrer nos primeiros dias quando o corpo ainda se esta a ajustar a
medicacdo. Em casos particulares e raros este medicamento pode desenvolver febre,
comichdo, dores musculares, dificuldade para respirar e a urina pode-se transformar
em cor avermelhada. Nestes casos é aconselhdvel ao paciente informar o médico ou
farmacéutico. O paciente antes de utilizar este medicamento terd que verificar se ndo
contém doencas de sangue ou alergias (especialmente alergias a medicamentos). Além
disso, terd que evitar a ingestdo de alcool durante o tratamento e durante 4 dias apds
o término deste medicamento pois, caso contrario, podera causar uma reacdao que
causa vermelhdo, febre, aperto no peito e dificuldades respiratdrias. Se esta
medica¢do causar tonturas evitar realizar tarefas que exijam atengdo. As criangas com
menos de um més de idade e mulheres gravidas ndao devem receber este
medicamento. Em relagdo as mulheres gravidas a explicacdao é porque ainda nao se
tem a certeza se este medicamento aparece no leite materno [351153]

A Furadolizona (FDZ) ndo deve ser utilizada com os seguintes medicamentos:
apraclonidine, brimonidina, betanidina, bupropion, buspirona, carbamazepina,
dextrometorfano, a entacapona, indoramina, meperidina, papaverina, sibutramina,
antidepressivos ISRS (por exemplo, fluoxetina, citalopram), simpatomiméticos,
tolcapone, antidepressivos triciclicos, "triptanos" (por exemplo, sumatriptano,
zolmitriptan) pois podem ocorrer intera¢ées muito graves colocando em risco a saude

do paciente (39

z

E possivel que ao consumir alimentos que contém tiramina durante o
tratamento com a FDZ possa causar dor de cabeca e/ou aumento da pressdo arterial o

gue pode levar a uma emergéncia médica. Alguns alimentos que contém tiramina
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incluem carne ou peixe (figado, salsicha seca), produtos lacteos (iogurte, leite creme),
bebidas (cerveja, café), frutas e vegetais (abacaxi, bananas, figos, favas), molhos de
soja e grandes quantidades de chocolate. A tiramina é uma substancia inofensiva que
existe em todos os alimentos. Pode ser encontrada em maiores quantidades em
alimentos que contenham bastante fermento M7,

Neste trabalho desenvolveu-se um sensor que fosse capaz de detetor a
furazolidona. Pelo que foi descrito anteriormente, hd uma necessidade crescente de
desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacdo de farmacos, seja para
avaliacdo dos ensaios clinicos, para o estudo dos mecanismos de acdo, para controlo
da qualidade do farmaco e processo de fabrico. Além disso, uma vez que os farmacos
excretados podem ir parar ao meio ambiente, hd tambem necessidade de se avaliar a
contaminacdo ambiental por estes agentes. Outro aspeto fundamental esta
relacionado com o uso descontrolado de farmacos em veterindria, podendo levar a
contaminacdo de alimentos que ingerimos (carne, leite, peixe de aquacultura).

Alguns métodos tém sido propostos na detecdo de furazolidona em diferentes

amostras, baseados essencialmente em espetrofotometria 2 1261 7113511611 o 1yp) ¢ [34]

231 Recentemente métodos de detecdo eletroquimica foram também propostos [141129]

41 ' 0s métodos mas usados e eficientes s3os os métodos por HPLC. Contudo estes
apresentam maior custo por analise, equipamento mais caro e na maior parte das
vezes tratamentos de amostras demorados. Os métodos de voltametria 4 141
propostos para a detecdo de FDZ sao mais simples e apresentam mais baixos limites de
dete¢do. Contudo ndo sao seletivos. Até ao momento nao temos conhecimento de

publicagbes com elétrodos seletivos para detecao de FDZ.
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1.3. Polimeros molecularmente impressos

Para a construcdo do sensor eletroquimico seletivo para a Furazolidona, houve
também a necessidade de realizar uma sintese de polimeros molecularmente
impressos, pelo método quimico. Polimeros molecularmente impressos (MIP’s)
afiguram-se como materiais promissores a serem utilizados como ferramentas
seletivas em quimica analitica devido a boa seletividade apresentada. A seletividade
dos MIP’s esta diretamente relacionada com o reconhecimento pelo polimero de uma
molécula de interesse (template), a qual foi designada previamente como molde no
processo da sua sintese. MIP’s apresentam como vantagens a facil preparagdo, o baixo
custo, a possibilidade de sintese em ambientes adversos, a resisténcia quimica na
presenca de acidos, bases, ides metalicos, solventes organicos e contém resisténcia
fisica a altas temperaturas e pressdes [501 [30]

Rachel Walsh (2010) 62] refere qgue a tecnologia de impressdao molecular que
permite que locais de reconhecimento seletivo possam ser criados em polimeros
sintéticos. Isto é possivel pela formag¢do de uma matriz reticulada polimérica entre
mondmeros altamente funcionais e de um composto alvo. Yi Fu (2003) 5] refere que
os MIP’s tém sido amplamente usados numa série de aplicagGes que necessitam de
ligacBes seletivas, tais como absorventes de HPLC em fase sélida para a separagao e
analise de misturas racémicas.

Blanka T6th (2010) ! refere que os MIP’s s30 uma nova tecnologia para a criacio
de locais de ligagdo seletivos numa matriz polimérica por polimerizagao, na presenca
de um molde. O molde pode ser removido a partir do polimero e o polimero resultante
juntamente com a impressdao molecular é capaz de ligar seletivamente o composto
alvo a partir de uma matriz da amostra. Ao mesmo tempo, a impressdao é um método
de sintese simples e eficiente e os MIP’s tem alta estabilidade fisica e quimica.

Na revisdo das origens histéricas da impressao molecular como uma técnica, é de
salientar que o MIP foi introduzido pela primeira vez em 1930 por um quimico
soviético chamado Polykov que realizou uma série de investigacdes em silica para a

utilizacdo em cromatografia. Observou-se que, quando os géis de silica foram
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preparados na presenca de um solvente, o aditivo resultante de silica demonstrou a
capacidade de ligacdo preferencial para esse solvente. Foi a primeira vez que as
experiéncias deste tipo foram acompanhadas por explicacdes desta natureza. O
mecanismo proposto por Polykov foi largamente ignorado pela comunidade cientifica.

Em 1949, um estudo realizado por um estudante de Linus Pauling chamado
Frank Dickey envolveu o desenvolvimento da impressdo molecular em matrizes de
silica na presenca de corantes. Dickey observou que apds a remoc¢do do corante
"modelagao" a silica ligaria o mesmo corante de preferéncia aos outros. O estudo de
Dickey pode ser considerado como a origem dos primeiros materiais impressos.

A abordagem de Dickey para introduzir o modelo na mistura de pré-
polimerizacdo de sédio produziu uma influéncia mais definida na estrutura da silica,
enguanto Polykov apresenta o modelo depois de a estrutura de silica ter sido formada.
O trabalho de Dickey é semelhante as metodologias atuais, por isso esse método
tornou-se o mais amplamente utilizado em estudos subsequentes [22] 1561

A impressao em silica continuou durante os anos 1950 e 1960, mas o numero de
publicacbes da area manteve-se baixa. Trabalhou-se na area envolvida tentando usar
materiais impressos para separacOes praticas, tais como fases sdélidas em
cromatografia e cromatografia em camadas delgadas. As razdes para o interesse
limitado foram relacionadas a limitacbes na estabilidade e reprodutibilidade dos
materiais de silica impressos. No entanto, ocorreu o ressurgimento de silica através da
pesquisa do MIP. Pinel et al. (1997) ! examinaram a impress3o de gel de silica e
mostrou que especificidade da regido para cresdis foi impressa com éxito utilizando o-

) [24]

cresol como molde. Hunnius et al. (1999 prepararam silicas porosas através de um

processo sol-gel, que foram desenvolvidas para a criagdo de sitios de adsorgao seletiva
por impressdao molecular. Dependendo das condicdes de preparagao, silicas
microporosas mostram seletividade de adsorgdo surpreendente. Estas seletividades
nao estdo relacionadas com os efeitos de impressdo, mas deve ser atribuida as

alteragdes imprevisiveis na polaridade da superficie dos materiais porosos finais. Um

[32]

estudo publicado por T.R. Ling (2005) mostrou o reconhecimento de catecolamina

com um estampado de gel de silica-alumina molecular. T. Shiomi et al. (2005) 48]
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testou uma nova técnica de impressdao molecular para sintetizar proteinas de silica
impressas usando hemoglobina o modelo covalente imobilizado para aplicacdo
biolégica.

A introducdo de impressdo molecular aplicada a polimeros organicos foi
relatada pela primeira vez por um grupo liderado por Gunter Wulff no inicio de 1970.
Desde entdo, a impressdao molecular tem avancado significativamente e uma série de
empresas ja vendem impressdes sob medida.

Uma representacdo esquemadtica para a sintese de um polimero
molecularmente impresso (MIP) é mostrada na figura 1.3. Na primeira figura um
complexo de pré-polimerizacdo é formado entre uma molécula modelo (verde) e um
ou mais mondmeros funcionais (azul, vermelho e amarelo) por quaisquer intera¢ées
ndo-covalente, covalente e/ou coordenacdo metal-ido. No segundo esquema da figura
a polimerizacdo ocorre em seguida sendo necessdria uma grande quantidade de
agente de ligacdo cruzado (crosslinking agent) para produzir o MIP (preto). No ultimo
esquema a remoc¢do da molécula molde (azul) é realizada através da lavagem e/ou
extracdo. Este passo ird deixar locais de reconhecimento especificos que sdo
complementares a molécula molde em termos de tamanho, forma e orientacdo de
funcionalidade quimica, permitindo assim o reconhecimento subsequente do molde

durante o processo de ligacdo [62]

Monomers

Self- Assembly Polymerization Template
 — >
Removal
Template K —_—

Figura 1.3 — Representagdo do MIP 2]

Existem essencialmente dois principais tipos de MIP’s: os covalentes e os nao-
covalentes. Na abordagem covalente a impressao molecular promove a distribuicdo de
locais de ligagdo mais homogénea e com pontos de ligacdo em grande parte idénticos.
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As constantes de ligacdo para a molécula molde sdo elevados, uma vez que a interacao
entre o molde e o mondmero funcional é baseada em intera¢des covalentes formada
entre o polimero e a molécula molde durante a polimerizacdo. O passo da sintese
qguimica é necessario para ligar o molde ao mondmero funcional através de varios tipos
de ligacdo, formados por grupos funcionais tais como bases de Schiff, os boratos,
cetais, amidas carboxilicos e ésteres. No entanto, ndo menosprezando as elevadas
afinidades dos materiais poliméricos, a gama dos grupos funcionais que podem ser
alvo é restrito e a remocdo das moléculas do molde é tedioso (clivagem quimica) e
limita a aplicacdo dos MIP’s covalentemente preparados. Além disso, a lenta ligacdao
cinética restringe a aplicacdo analitica dos MIP’s, se a ligacdo é baseada em ligacGes
covalentes reversiveis 471152,

Os polimeros obtidos na impressao molecular ndo covalente, sdo baseados em
interacGes ndo covalentes que se estabelecem na mistura da pré-polimerizacdo. Uma
consequéncia é a necessidade de uma estabilidade suficiente do complexo para
permitir a formacdo de pontos de ligacdo durante o processo de polimerizagdo. Em
contraste com a impressao covalente, a impressdao ndo covalente é caracterizada por
uma distribuicdo de locais de ligacdo mais heterogénea. Devido a isto a sobrecarga de
amostra pode ocorrer devido a saturacdo rapida como consequéncia da baixa
guantidade de locais de ligacdo de alta afinidade, o que resulta numa diminuicdo
significante da performance global do polimero. No entanto, os procedimentos de
preparac¢do simples, a ampla gama de compostos de impressdo e ligagdes polimero-
moléculas reversiveis com base em interagdes nao-covalentes, tornam o método nao-
covalente o método mais geral para a preparagao do MIP [32) A figura 1.4 mostra a

diferente entre uma ligacdo covalente e uma nao-covalente [3€1
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[36]

Figura 1.4 - Método covalente VS Método ndo-covalente

1.4. Técnicas voltamétricas

Voltametria é o nome de um conjunto de técnicas eletroquimicas, onde a
corrente é estudada como uma resposta ao potencial. Estas técnicas tém uma ampla
gama de aplicabilidade na quimica moderna, podendo fornecer informacgdo sobre a
termodindmica e cinética das reagOes quimicas. Pode ser utilizada para identificar e
guantificar diferentes espécies em solucao 331

O coragao de um sistema eletroquimico é o potenciéstato. Um potencidstato é
um dispositivo que aplica um potencial (ou tensdo) entre um par de elétrodos e mede
simultaneamente a corrente que flui através de uma solugdo de uma substancia a
analisar. Os elétrodos sdo chamados o elétrodo de trabalho e o auxiliar (ou contra)
elétrodo. O tipo mais comum de potencidstato incorpora um terceiro elétrodo,
denominado elétrodo de referéncia. Nenhuma corrente flui através do elétrodo de
referéncia, ele simplesmente fornece um potencial que pode ser definido como “zero”.
Como mostrado na figura 1.5, o elétrodo referéncia e os elétrodos auxiliares estdo
ligados por um sistema eletrdnico (identificado como “V”), que impdem uma tensao
no elétrodo auxiliar. Uma vez que o elétrodo referéncia é definido como “zero”, o
elétrodo de trabalho tem de assumir uma tensdo igual mas oposta do auxiliar. A

corrente que flui através do elétrodo de trabalho pode ser medido por um sistema

separado denominado “A”. Esta forma indireta de fazer as coisas permite um controlo
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muito eficaz do potencial do elétrodo de trabalho e simplifica muito o sistema

eletrénico de todo o potencidstato 511461,

A

Working
Auxiliary

Pl

Reference

Figura 1.5 — Potenciostato t60]

Para se fazer uma medicdo voltamétrica existem varias técnicas de variacdo do
potencial de modo e medir a intensidade de corrente obtida. Uma das técnicas
voltamétricas é a chamada voltametria de varrimento linear (LSV). Esta técnica (figura
1.6) é um termo geral aplicado a qualquer método voltamétrico no qual o potencial
aplicado ao elétrodo de trabalho varie linearmente com o tempo. Estes métodos
incluiriam polarografia e voltametria ciclica (CV). O declive desta rampa tem como
unidades volts por unidade de tempo, e é geralmente chamado de velocidade de

varrimento da experiéncia [121121]
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Figura 1.6 - Voltametria de varrimento linear 58]

A polarografia consiste numa técnica analitica eletroquimica para a
determinacdo qualitativa e quantitativa de numerosas substancias, especialmente
vestigios de metais. Este método foi inventado em 1925 pelo quimico checo Jaroslav
Heyrovsky [20)

Nesta técnica usa-se um elétrodo de mercurio como catodo juntamente com
um anodo ndo polarizavel e uma solucdo diluida da amostra em estudo. O elétrodo de
mercurio é formado por um tubo estreito através do qual se processa a passagem de
mercurio muito lentamente para a solugdo de maneira a que se formem pequenas
gotas no extremo do tubo que se dissolvem [20)

Aplica-se uma diferenca de potencial que vai aumentando lentamente. Com
cada gota que cai reduzem-se as diferentes classes de iGes consoante se alcanga o
correspondente potencial de dissocia¢cdo (por ordem dos seus potenciais elétrodos). A
pequena intensidade de corrente assim gerada é registada.

A representacao grafica da variacdo da intensidade da corrente em fung¢do do
potencial permite a obtencdo de uma curva denominada polarograma (figura 1.7).

Esta técnica é muito Util na detecdo de pequenas quantidades de metais e na

investigacao de complexos solvatados.
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Figura 1.7 - Polarogramas de corrente continua (CC) (3l

A intensidade de corrente do processo de oxidacdo/reducdo em estudo é dada
pela diferenca ente a intensidade maxima e a corrente de difusdo.

A variacdo do potencial ao longo do tempo pode também ser utilizada. Estes
métodos sdo chamados de "métodos pulsados"”, e estdo em uso comum hoje em dia.

Numa amostragem, o composto A esta sempre a ser reduzido para o composto
B, apesar da medi¢do da corrente acontecer apenas em um Unico instante no tempo
de vida de cada gota. Um sinal mais elevado pode ser obtido se o potencial for
aplicado apenas brevemente antes de cada medicdo de corrente. Este método é
chamado Polarografia de pulso normal (NPP). NPP (figura 1.8) é um pouco mais
sensivel do que a amostragem de CC e polarografia regular. Novamente, os dados

obtidos tém a mesma forma que uma LSV regular [l
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Figura 1.8 - Polarografia de impulso normal =3l

Uma modificacdo do NPP é Polarografia de pulso diferencial (DPP). Neste
método (figura 1.9), a corrente é medida duas vezes durante o tempo de vida de cada
gota, e a diferenca de corrente é representada graficamente. DPP tem a vantagem de
ter limites de detecdo sensiveis. Tradicionalmente, os metais na gama ppm podem ser

determinados com DPP.

Potential vs. Time for DPP
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Figura 1.9 - Polarografia de pulso diferencial ts0l
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Outra técnica voltamétrica é designada por voltametria de onda quadrada
(SWV). Esta técnica utiliza uma forma de onda de potencial como mostrado abaixo
(figura 1.10). A vantagem da voltametria de onda quadrada é que toda a andlise pode
ser realizada em uma Unica gota de mercurio em cerca de 10 segundos, em oposicao a
cerca de 5 minutos para que as técnicas descritas anteriormente. SWV economiza
tempo, reduz a quantidade de mercurio por analise até um fator de 100 81 para cada
pulso é usado um potencial de oxidacdo seguido de um potencial de reducdo. Para
reaces de oxidacdo/reducdo reversiveis a intensidade de corrente medida em cada
instante corresponde a soma da intensidade de corrente de oxidacdo com a

intensidade de corrente de reducdo, facto que permite aumentos significativos de

sensilibidade ®.

Potential vs Time for SWY
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Figura 1.10 - Voltametria de onda quadrada ts0]

Os dados para SWV aparecem da mesma forma como para DPP, embora a
altura e largura da onda depende da combinac¢do exata dos parametros experimentais
(isto é, taxa de varrimento e da altura de impulso), ao contrario do DPP. Com