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RESUMO

Doencas neurolégicas como a epilepsia sdo comumente tratadas com a administragao
de anticonvulsivantes e para o controle eficaz da doenga, € essencial monitoramento
da dose administrada desses medicamentos, em amostras bioldgicas. No entanto,
compostos como macromoléculas presentes nessas matrizes podem interferir na
analise cromatografica. A saliva pode ser obtida de forma menos invasiva, € de facil
coleta com concentracdo de farmacos que pode ser correlacionado a fragao
sanguinea nao ligada as proteinas, tornando-se uma amostra alternativa ao sangue.
Portanto, o presente estudo empregou o material magnético poli (acido metacrilico-
co-etileno glicol dimetacrilato) (M-CP, do inglés magentic copolymer) na extracdo em
fase solida dispersiva dos farmacos primidona, fenobarbital, fenitoina e
carbamazepina em saliva humana, seguido de analise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia. O material foi obtido em 4 etapas: i) sintese das nanoparticulas de
Fe304, ii) funcionalizagdo das nanoparticulas de Fe304 com tetraetilortosilicato
(Fe304@TEOS), iii) modificacdo das nanoparticulas em FeSO4@TEOS@MPS e iv)
sintese do M-CP. Para caracterizacao destes, foram realizadas as técnicas de FT-IR,
MEV, potencial zeta e analise térmica. A otimizacdo da extracio foi realizada pelo
delineamento composto central rotacional e as condi¢cbes 6timas resultaram em pH
5,78; 12,8 mg de material; 2,18 mL de amostra. Os estudos de adsor¢do do M-CP
indicaram que o modelo de Avrami como o melhor ajustado os dados de cinética,
sendo o tempo de equilibrio alcancado em aproximadamente 60 minutos. Para
isoterma de adsorcdo o tempo foi fixado e o modelo de Jovanovic foi o melhor
ajustado, sendo a capacidade maxima de adsor¢cdo do material de 10,96 mg g-1. O
meétodo desenvolvido e validado foi linear em uma faixa de 2 a 30 mg L-1 para
fenobarbital e primidona, e de 1 a 30 para fenitoina e carbamazepina (linearidade R?
> 0,99), valores de precisdo de 0,34% a 23,76% e exatiddo de -13,37% a 14,81%
foram obtidos. O limite de detecc¢ao variou de 0,48 a 1,30 mg L-1, enquanto o limite
de quantificacdo se apresentou abaixo do nivel terapéutico. O método desenvolvido &
vantajoso e permite a determinagdo da concentragao de analitos utilizando uma

pequena quantidade de saliva e uma rapida técnica de extracao.

Palavras-chave: cromatografia liquida de alta eficiéncia; drogas antiepiléticas;

monitorizagao terapéutica; nanomateriais; preparo de amostra.



ABSTRACT

Neurological diseases such as epilepsy are commonly treated with the administration
of anticonvulsants, and for effective disease control, it is essential to monitor the
administered dose of these drugs in biological samples. However, formulated as
macromolecules, the present matrices may interfere with chromatographic analysis.
Saliva can be obtained in a less invasive manner, is easy to collect, and has a drug
concentration that can be correlated with the non-protein-bound blood fraction, making
it an alternative sample to blood. Therefore, the present study used the magnetic
material poly (methacrylic acid-co-ethylene glycol dimethacrylate) (M-CP, from the
English magentic copolymer) in the dispersive solid-phase extraction of the drugs
primidone, phenobarbital, phenytoin, and carbamazepine in human saliva, followed by
analysis by high-performance liquid chromatography. The material was obtained in
four steps: i) synthesis of Fe304 nanoparticles, ii) functionalization of Fe304
nanoparticles with tetraethylorthosilicate (Fe3O4@TEOS), iii) modification of the
nanoparticles in Fe304@TEOS@MPS and iv) descriptions of M-CP. For their
characterization, FT-IR, SEM, zeta potential and thermal analysis techniques were
performed. The optimization of the protection was performed by the central composite
rotational design and the optimal conditions resulted in pH 5.78; 12.8 mg of material;
2.18 mL of sample. The adsorption studies of M-CP indicated that the Avrami model
was the best adjusted to the kinetic data, with the equilibrium time achieved in
approximately 60 minutes. For the adsorption isotherm, time was established and the
Jovanovic model was the best adjusted, with a maximum adsorption capacity of 10.96
mg g-1. The developed and validated method was linear in a range of 2 to 30 mg L-1
for phenobarbital and primidone, and from 1 to 30 for phenytoin and carbamazepine
(linearity R > 0.99), precision values of 0.34% to 23.76% and accuracy of -13.37% to
14.81% were obtained. The detection limit ranges from 0.48 to 1.30 mg L-1, while the
quantification limit is below the therapeutic level. The developed method is
advantageous and allows the determination of analyte concentration using a small

amount of saliva and a rapid removal technique.

Keywords: high performance liquid chromatography; antiepileptic drugs; therapeutic

monitoring; nanomaterials; sample preparation.
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1 INTRODUGAO

O preparo de amostra € uma etapa critica que pode apresentar desafios
especificos em se tratando de matrizes complexas como as biolégicas, alimentares e
ambientais. Esse procedimento visa isolar o analito de interesse presente na matriz,
minimizando ou excluindo as macromoléculas interferentes, sem prejudicar a
detectabilidade e os equipamentos utilizados (Bordin et al., 2015). Nesse contexto, a
ineficiéncia no preparo de amostras complexas pode resultar em entupimentos e
danos maiores em sistemas cromatograficos, além de resultados equivocados.
Especificamente, a escolha adequada de uma técnica de preparo de amostra € um
fator importante para obtencdo de resultados confiaveis e mais precisos (Jardim,
2010). Portanto, a escolha da técnica deve ser fundamentada nas propriedades fisico-
quimicas dos componentes da amostra e dos analitos, tais como: polaridade,
estabilidade quimica e térmica, lipofilicidade, entre outros (Figueiredo; Borges;
Queiroz 2015). Diante este cenario, o pré-tratamento de amostras, que abrangem
etapas como extracao, purificacdo e pré-concentragao sao requeridas nas analises
cromatograficas, aumentando a sensibilidade e seletividade analitica (Queiroz;
Langas, 2005).

A extragcdo em fase solida (Solid Phase Extraction: SPE) tem sido uma das
técnicas de preparo de amostra mais utilizadas, principalmente pela possibilidade de
emprego de sorventes inteligentes, capazes de capturar e preconcentrar o analito,
eliminando interferentes nas amostras. No caso de amostras biolégicas, o maior
problema recai nas proteinas que causam entupimento dos sistemas cromatograficos,
diminuicdo da eficiéncia de extracdo dos materiais, além de impreciséo e inexatidao
dos métodos (Faria et al., 2017). Por isso a grande procura pelo desenvolvimento de
materiais sorventes eficientes, capazes de extrair moléculas de baixo peso molecular
e eliminar proteinas presentes na matriz (Queiroz; Melo, 2014).

Os nanomateriais magnéticos normalmente possuem alta capacidade
adsortiva, e facilidade de uso por meio de sua manipulagdo empregando um campo
magnético externo (imé). Isso torna estes materiais eficientes para a SPE dispersiva
(d-SPE) no preparo de amostra. A literatura reporta uma grande diversidade de
aplicagdes para estes materiais, em analise clinica, alimentar e bioanalitica, sendo
uma das estratégias de preparo de amostras mais empregada atualmente (Huang et
al., 2019; Liu; Yu; Zou, 2020; Augusto et al., 2020).
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A epilepsia € uma das doengas neurolégicas mais comuns que pode afetar
pessoas de faixas etarias e racas diferentes. E uma condicdo caracterizada por
predisposi¢cao de gerar convulsdes e por consequéncias neurobioldgicas, cognitivas,
psicologicas e sociais (Beghi, 2020). Atualmente ha uma grande variedade de
anticonvulsivantes (ACs) disponiveis e que podem ser prescritos como medicagao
por profissionais da saude. Por isso o presente estudo visa deteccado simultanea dos
farmacos fenobarbital, fenitoina, carbamazepina e primidona, da classe dos
barbituricos. A quantificacdo de AC é usada como uma pratica no tratamento da
epilepsia para auxiliar na terapia medicamentosa por meio do monitoramento
terapéutico que se torna importante uma vez que otimiza o resultado clinico de um
paciente e ajuda no gerenciamento da administragdo do medicamento pelo
profissional de saude (Patsalos; Berry, 2018).

Alguns trabalhos relacionados a deteccdo desses anticonvulsivantes ja foram
relatados. A quantificagcdo de carbamazepina em sangue capilar seco, por exemplo,
foi feita a partir da validagdo de um método cromattQuadro (Muller; Lizot; Linden,
2022). Ainda para o mesmo farmaco foi realizada a determinagdo em saliva por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (De diego et al., 2022). A primidona foi
quantificada por Schierscher et al., (2024) em soro e plasma por cromatografia liquida
acoplada ao espectrometro de massas e utilizando um protocolo de precipitacdo de
proteinas como preparo de amostra.

Fenitoina e fenobarbital, por exemplo, foram detectados simultaneamente em
plasma, saliva e urina, utilizando a técnica de extragdo por eletro-membrana e

cromatografia liquida de alta eficiéncia (Dolatabadi et al., 2021).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 FARMACOS ANTICONVULSIVANTES

Pesquisas estimam que cerca 1% da populagdo mundial é acometida por
epilepsia, com incidéncia variada de acordo com as condi¢gdes socioecondémicas,
idade, sexo e raga (Costa; Brandao; Segundo, 2020). A epilepsia € uma condigao
caracterizada por predisposicdo de gerar convulsbes assim como por
consequéncias neurobioldgicas, cognitivas, psicologicas e sociais (Beghi, 2020).
Esse disturbio pode ser controlado pela administracdo de farmacos especificos,
sendo a monitorizacdo terapéutica destes, uma ferramenta indispensavel e
fundamental para auxiliar no ajuste de dose, minimizando efeitos toxicos (Patrick
et al., 2021).

Os ACs também chamados de antiepiléticos apresentam acao
caracterizada pela inibicdo da hiperatividade neuronal como consequéncia do
bloqueio de canais de sddio e calcio dependentes de voltagem, podendo também
ocorrer inibicdo da neurotransmissao de aminoacidos excitatorios, resultando no
aumento da atividade GABAergica do acido g-aminobutirico (S6derpalm, 2002;
Kwan; Brodie, 2004). Os AC analisados neste estudo incluem primidona (PRM),
fenobarbital (PB), fenitoina (PHT) e carbamazepina (CBZ), escolhidos por estarem
entre os mais prescritos por profissionais de saude e por serem fornecidos pelo
Sistema Unico de Saude no Brasil. A Tabela 1 a seguir resume algumas
caracteristicas fisico-quimicas importantes e a faixa terapéutica sanguinea e

salivar dos quatro farmacos.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos anticonvulsivantes.
Caracteristica | PRM | PB | PHT \ CBZ

H
N 0 H,N o
( HeC \f
Estrutura HN CH, o o N
quimica HN -
o) HN NH

o] (o)
Massa 218,25 23223 25227 236,27
molecular
pKa 13 7,3 8,3 13,9
Log-p 0,91 1,47 2,47 2,77
Ponto
de fusdo (°C) 281 - 282 174 295 - 298 189 - 192
Solubilidade em
agua 600 1.100 710 170
(mg L)
Raz&o 007-115  063-068  099-106 1,39-1.44
saliva/soro
Faixa
terapéutica no 5-10 10-40 10-20 4-12
sangue (mg L")
Faixa
terapéutica na 5-12 5-15 1-2 1,2-35

saliva (mg L")

Fonte: Adaptado de PubChem, Santos (2016) e Patsalos; Berry (2018).

2.1.1 Primidona

A PRM, 5-etilexaidro-4,6-dioxo-5-fenilprimidona € um barbiturico licenciado
para tratamento de crisesconvulsivas psicomotoras generalizadas ou parciais. O
uso deste farmaco tem efeitos terapéuticos dependentes dos metabdlitos ativos:
feniletimalonamida e PB (Leod, 2008; Santos, 2016). Estruturalmente se
assemelha a muitos derivados barbituricos, mas possui uma carbonila ausente na
posicao 2, tornando-a um composto com propriedades diferentes dos barbituricos

por se caracterizar como uma molécula diamida ciclica e ndo como imida



(Almeida; Bergold, 2002).
Em se tratando de suas propriedades farmacocinéticas, a PRM ¢é
rapidamente absorvida apés ingestao oral, € metabolizada no figado para formar

seus metabdlitos ativos, em sua maioria PB e fenil-etil-malonamida.

2.1.2 Fenobarbital

O PB é um acido fraco, barbiturico substituido (5-etil-fenilbarbiturico)
indicado em casos de crises parciais simples, em tratamento de status epiléptico
bem como em crises convulsivas no periodo neonatal (Rocha et al., 2004). E
parcialmente soluvel em agua e quando ingerido, é rapidamente absorvido (2 a 4
horas) e amplamente metabolizado no figado com biodisponibilidade >90 e meia-
vida de 70 a 140 horas em adultos (Bialer, 2012; Petre; Strah, 2015).

O PB tem potencial depressor do cortex motor, age aumentando o limiar
das células e a inibigdo pré-sinaptica, resultando na diminuigdo das descargas de
neurénios nos casos epilépticos (Rocha et al., 2004). Ainda, ao se ligar ao sitio
alostérico do receptor acido a-aminobutirico, potencializa a acao de GABA
enddégeno quando aumentando a duragao da abertura dos canais de ions cloreto
(Guerreiro, 2006). E um pé cristalino branco inodoro com boa solubilidade em agua
e baixa solubilidade lipidica (Repetto; Repetto, 2015).

Estudos demonstraram que o PB se distribui na saliva e que ha uma
possivel correlagdo entre saliva e concentragées de PB nao ligado as proteinas,
indicando que a saliva pode ser uma matriz alternativa util para determinagéo do

farmaco livre (Patsalos; Berry, 2018).

2.1.3 Fenitoina

Este farmaco ¢ licenciado para convulsbes focais em doentes de qualquer
idade, para casos de convulsdes durante ou apds neurocirurgia e lesdes graves
na cabeca. Também é eficaz em casos de convulsdes parciais e estado epiléptico
em criangas (Kodama et al., 2001; Petre; Strah, 2015). A PHT age aumentando o
tempo de inativagao dos canais de sodio dos neurdnios e assim se liga nos picos
negativos dos canais de sodio (Firmino, 2007). Sua farmacocinética é a mais

complexa dentre os anticonvulsivantes, de absorcdo lenta e tem concentragao

21



22

salivar semelhante a livre n&o ligada as proteinas no soro indicando que de fato

estao significativamente correlacionadas (Patsalos; Berry, 2018; Silva, 2006).

2.1.4 Carbamazepina

A CBZ é administrada usualmente para o tratamento de disturbios convulsivos
e dor neuropatica. Também utilizada como tratamento para transtorno bipolar em
combinagdo com antipsicético em alguns casos de esquizofrenia (Alrashood,
2016). Estruturalmente, sua molécula é triciclica, sendo derivada do iminoestilbeno
com um grupo carbamil na posicdo 5 e € similar aos farmacos psicoativos com
caracteristicas estruturais em comum com os farmacos PHT e PB (Galvao, 2009;
Araujo et al., 2011). Este farmaco se encontra na forma de po6 cristalino branco, tem
muito baixa solubilidade em agua, pouca em alcool e acetona e é livremente soluvel
em diclorometano e cloreto de metileno ou metanol (Alrashood, 2016).
Quanto a farmacocinética, ela é lentamente absorvida no trato gastrointestinal
e é altamente capaz de se ligar as proteinas. A concentragao salivar de CBZ se
assemelha com a livre (ndo ligada a proteina no soro) e a meia-vida de eliminagao da
molécula inalterada € aproximadamente 36 horas, mas sendo diminuida para 16 a 24
horas em casos de administragdo prolongada (Galvao, 2009; Patsalos; Berry, 2018).
Quanto ao mecanismo de agao, sabe-se que a CBZ é capaz de estabilizar a
membrana do nervo hiperexcitado, bloqueando as descargas neuronais repetitivas e
diminuindo a propagacéao sinaptica dos impulsos excitatorios (Moreno et al., 2005;
Araujo et al., 2010). Também pode exercer efeito potencializador da agdo de GABA,
inibindo a geracado dos potenciais de acdo (Galvao, 2009). Ainda, outros autores
sugerem que ela estimula a liberagao do horménio antidiurético junto de outras acoes
secundarios como efeitos antidepressivos, antiarritmicos e anticolinérgicos, e que
€ capaz de diminuir aneurotransmissdo sinaptica, efeito responsavel pela acao

anticonvulsivante (Bourgeois; Wad, 1984; Galvao, 2009).

2.2. ANALISE EM SALIVA E PREPARO DE AMOSTRA

A anadlise de farmacos em fluidos biolégicos é essencial em diversas areas

como na toxicologia, pesquisa farmacéutica e quimica clinica. Esses ensaios
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apresentam dificuldades uma vez que os farmacos normalmente estio presentes em
baixas concentragbes e apresentam forte ligagdo as proteinas. Os compostos
presentes em matrizes bioldégicas complexas como plasma, soro, urina e saliva, podem
causar interferéncias na identificagdo e/ou quantificagdo do analito (Cassiano et al.,
2006; Queiroz; Langas, 2005).

A quantificacao de AC é usada como uma pratica no tratamento da epilepsia
para auxiliar na terapia medicamentosa e no monitoramento terapéutico (Patsalos;
Berry, 2018). Embora as concentragbes sejam mais comumente determinadas em
amostras de soro ou plasma, os ACs possuem perfis farmacocinéticos diferentes e a
mesma dose administrada pode resultar em diferentes niveis plasmaticos em
diferentes pacientes (Patsalos et al., 2018). Esse monitoramento se torna importante
uma vez que otimiza o resultado clinico de um paciente e ajuda no gerenciamento da
administracdo do medicamento pelo profissional de saude, tendo em vista a
dificuldade de identificacdo da dose ideal com base somente clinica.

Considerando a complexidade de uma matriz biolégica, as etapas de preparo de
amostra influenciam na qualidade da analise. Ainda, existem outras etapas
determinantes para qualidade dos procedimentos como a coleta, armazenamento,
pré-tratamento, otimizacdo e validagdo do meétodo (Figueiredo; Borges; Queiroz,
2015).

A saliva como amostra biolégica para analise de rotina € menos invasiva,
podendo ser facilmente coletada, principalmente em casos de pacientes em estado
epilético, tornando o monitoramento terapéutico possivel. O monitoramento
terapéutico usando saliva tem também como vantagem o fato da concentragcdo na
saliva se correlacionar muito bem com a concentragao livre de farmaco no sangue
(Patrick et al., 2021). Por isso a saliva tem se tornado uma alternativa as analises em
soro ou plasma, sendo aplicavel aos ACs também porque a concentragéo da droga,
nesse tipo de amostra, corresponde a fragdo nao ligada as proteinas e, portanto, a
fracao livre € melhor correlacionada com os efeitos farmacodinédmicos no organismo,
tornando util o monitoramento terapéutico salivar (Carona et al., 2021; Patsalos; Berry,
2018).

Para analise de matrizes bioldgicas complexas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography: HPLC) geralmente é necessario
pré-tratamento da amostra antes de sua injecdo no sistema cromatografico para

concentrar e eliminar proteinas presentes na amostra. A escolha adequada de uma
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técnica de preparo de amostra € um fator importante para obtencédo de resultados
confiaveis e mais precisos, assim, selecionar a técnica e as condi¢gdes experimentais
devem ser agbes conduzidas cuidadosamente (Jardim, 2010). Portando, a técnica
escolhida deve ser fundamentada nas propriedades fisico-quimicas dos componentes
da amostra, tais como: polaridade, estabilidade quimica e térmica, lipofilicidade, entre
outros (Borges et al., 2015). Diante deste cenario, o pré-tratamento de amostras, que
abrangem etapas como extrag&o, purificagdo e pré-concentragao sao requeridas nas
analises cromatograficas, aumentando a sensibilidade analitica.

A extragdo é uma etapa essencial que tem como objetivo pré-concentrar os
analitos e separa-los dos interferentes. Por isso foram desenvolvidas, por exemplo,
extracao liquido-liquido (Liquid-liquid Extraction: LLE) e SPE, dentre outras (Queiroz;
Langas, 2005; Viana; Menegario; Fostier. 2021), além de suas miniaturizagcbes e

variacoes.

2.2.1 Extragao em fase sélida dispersiva magnética (d-SPE magnética)

Essa técnica tem sido utilizada como alternativa a SPE convencional e a d-SPE
(Lemos et al., 2008), descartando a necessidade de centrifugas e sistemas de filtragcao
acelerando o preparo de amostra e minimizando a perda dos analitos (Silva et al.,
2016). Na d-SPE, apos a eluicdo, geralmente as fases sdo separadas por
centrifugacgéao ou filtragao, etapas que podem ser vistas com uma desvantagem pois
a separacdo pode ndo ser satisfatoria e consomem tempo (Yin; Zhao; Yang, 2021).
Por isso, novos materiais adsorventes magnéticos vém sendo implementados por
serem capazes de simplificar o processo de separacdo de modo eficiente, utilizando
apenas um ima.

Junto as essas vantagens, a d-SPE magnética melhora a eficiéncia do método
analitico de maneira simplificada, realizando a dispersao do sorvente na matriz para
extrair os analitos e depois com o auxilio de um magneto (ima) a amostra € separada
da fase extratora da matriz biologica. Por ultimo os analitos sdo eluidos em solvente,
as nanoparticulas magnéticas (Magnetic Nanoparticles: MNPs) decantam e com
auxilio do magneto o sobrenadante é conduzido para analise instrumental (Figueiredo;

Borges; Queiroz, 2015). A Figura 1 exemplifica o processo da d-SPE magnética.
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Figura 1 — Representagdo esquematica
da d-SPE magnética
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Fonte: Adaptado de Silva et al., (2016).

Este procedimento tem sido utilizado para o isolamento e pré-concentragao dos
analitos superando os longos tempos de extragdo necessarios em técnicas
convencionais de extracdo em fase solida e liquida (Safarikova; Safarik, 1999). Como
apresentado na Figura 1, apos o procedimento de extragdo os analitos sédo eluidos do
material extrator com o uso de solventes apropriados. O material magnético é

separado com o auxilio de um ima& e o sobrenadante é utilizado para analise

instrumental. Ainda, o material extrator pode ser lavado e reutilizado apds analise.

2.2.2 Nanoparticulas magnéticas e magnetismo

A nanociéncia € uma das mais importantes areas de pesquisa dentro do campo
da ciéncia moderna. O uso de nanoparticulas (NPs) oferece vantagens devido a
dimenséo entre 1 e 100 nm e propriedades fisicas singulares como area superficial,
cinética de adsorcao e uniformidade que sdo modificadas de acordo com a sintese
realizada (Faraji; Yamini; Rezaee, 2010). As NPs vém sendo usadas como
ferramentas para obter redugcdo na complexidade de amostras biolégicas e tém sido
utilizadas em técnicas de separacao de proteinas-alvo por exemplo (Cortés et al.,
2012).

As NPs oferecem potencial para diversas aplicagdes como descontaminacio
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ambiental, coloragdo de imagens, agentes de contraste, processos cataliticos, dentre
outras (Sagadevan; Chowdhury; Rafique, 2018; Wu; Huang, 2017; Francisquini;
Sshoenmaker; Souza, 2014).

As MNPs mais comuns e populares sdo Fe3Os (magnetita) e a- Fe203. A
primeira € composta de Fe(ll) e Fe(lll) e é a preferida devido a presencga do estado Fe2*
que atua como doador de elétrons (Mohammed et al., 2017). Uma das principais
caracteristicas das MNPs €& o superparamagnetismo que representa forte
suscetibilidade magnética, coercitividade e a presenga desse magnetismo € vantajoso
para reagdes quimicas podendo ser faciimente isolados de uma solugdo (Mendonga
et al., 2019).

O magnetismo dos materiais é originado da estrutura atébmica permitindo o
surgimento de imas microscopicos chamados de momentos magnéticos. Esses séo
provenientes dos spins dos elétrons (momento magnético intrinseco) que ao se
acoplarem, resultam em propriedades magnéticas diferentes sendo apresentadas
pelos materiais como: diamagnetismo, paramagnetismo, ferromagnetismo,
antiferromagnetismo e ferrimagnetismo, dependendo do momento magnético
resultante apds exposicdo a um campo magnético externo (Figura 2) (Faraji; Yamin;
Rezaee, 2010; Holanda et al., 2020).

Figura 2 — Representagéo dos momentos magnéticos
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Fonte: Rios et al., (2013).
Legenda: a) paramagnético.
b) ferromagnético.
¢) antiferromagnético.
d) ferrimanético.
A forma diamagnética esta presente em todos os materiais, € amplamente
independente de temperatura e geralmente muito mais fraca do que as outras formas
(Langevin, 1905). O diamagnetismo é resultante de uma perturbagdo do movimento

dos elétrons decorrida da forca que ha quando ocorre movimentagdo no campo
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magnético. Esse por sua vez induz um momento magnético contrario ao proprio
campo que o causa, determinando um valor negativo ao momento diamagnético
(Martin, 1967; Roy, 2017). O paramagnetismo € a forma que exibe elétrons
desemparelhados (em diferentes direcbes) que possuem suscetibilidade positiva a
agao de um campo magnético externo. Essa propriedade é observada em atomos e
moléculas que possuem numero impar de elétrons como o sédio e alguns metais, por
exemplo (Kittel, 1978; Rios et al., 2013). Ja as substancias ferromagnéticas possuem
um momento magnético que existe mesmo sem aplicagdo de campo magnético, e em
geral é caracterizada por varios dominios magnéticos e momentos que se alinham no
mesmo sentido. Contudo, os dominios podem mudar a direcdo entre dominios
diferentes tendo como resultado em uma magnetizagdo diferente do valor inicial
tedrico (Holanda et al., 2020; Kittel, 1978).

O antiferromagnetismo condiz com materiais de momentos magnéticos em
sentidos opostos e de mesma magnitude. Apesar da forte interagado entre os spins
eletrdnicos, os materiais dessa classe sdo caracterizados pela inexisténcia de
momento magneético total liquido quando ausente de campo externo e em baixas
temperaturas. Essa classe de materiais possui susceptibilidade magnética nula devido
as sub-redes formadas pelos spins, e ordenadas ferromagneticamente mas opostas
entre si. Por fim, o ferrimagnetismo, acoplamento que surge também em baixa
temperatura, € uma forma magnética que apresenta duas sub-redes opostas, nao
equivalentes e assim nao se cancelam, tendo como resultado um arranjo ordenado
(Holanda et al., 2020; Mendes, 2018).

2.2.3 Magnetita

O magnetismo, descoberto ha mais de 2500 anos, foi nomeado devido a regido
Turca rica em minério de ferro, a Magnésia e descobriu-se que o mineral capaz de
atrair fragmentos ferrosos era a chamada magnetita. Atualmente, sdo reconhecidos
varios oxidos de ferro ou derivados da magnetita (ferrita de ferro) presentes no
ambiente (Rodriguez, 1998). A magnetita pode ser sintetizada por coprecipitagdo que
ocorre em ambiente livre de oxigénio (inerte) devido a facil oxidagdo da magnetita
(Fe203) sendo transformada em maghemita (y- Fe203) quando oxidada. A maghemita,
apesar da sua estrutura semelhante a magnetita, € deficiente em Fe?* e ambas sdo

denominadas Oxido ferrimagnético, ou seja, materiais que apresentam magnetizagéo
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espontanea, e nao podem ser diferenciadas macroscopicamente (Jesus et al., 2014;
Soler; Paterno, 2015).

A magnetita (Figura 3) € um 6xido de ferro de colorag&o negra, simetria cubica
e sua estrutura em espinélio é dada pela formula geral de 6xidos AB20O4, sendo Ae B
cations metalicos e a férmula molecular pode ser expressa por Fe3Os ou FeO.Fe203
(Mendes, 2018). Possui altos teores de ferro com 72% da sua massa, estrutura de
espinélio e obrigatoriamente o fon Fe3* divalente representado por M?* tendo assim, a
férmula geral da ferrita como MFe204 e composi¢gao FeOFe203 devido ao fato de ser
um mineral ferrimagnético, ou seja, contém ferro nos dois estados de oxidagéo

(Guimaraes et al., 2008; Navarro; Pena; Fierro, 2006).

Figura 3 — Estrutura cristalina da magnetita

Fonte: Oliveira; Fabris; Pereira, 2013.

A presenga da magnetita em MNPs promove estabilidade em caso de altas
temperaturas e baixo pH, também auxilia na prevencao a corrosdo do material (Ortiz
et al., 2003). Essa estabilidade é resultante do equilibrio entre forgas atrativas e
repulsivas como as forgas de van der Waals, forgas eletrostaticas repulsivas e forcas
dipolares que ao serem adicionadas, induzem interagdes anisotropicas. A magnetita
possui atomos em sua superficie e em meio aquoso seus atomos de ferro se
coordenam com as moléculas de agua do meio e se dissociam. Esse cenario resulta
numa superficie do 6xido de ferro funcionalizada com grupos hidroxila que podera ser
negativa ou positiva dependendo do pH da solucéo e interferindo na estabilidade das
particulas em agua. Por isso, para que as MNPs de magnetita sejam estabilizadas, é
necessario o uso de moléculas como a silica, formada por exemplo através da

hidrolise e condensacéo do tetraetilortosilicato (TEOS) utilizado na sintese do material
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final (Mohammed et al., 2017; Laurent et al., 2008).

2.2.4. Superparamagnetismo na adsorgao e separagao da amostra

Existe uma variedade de materiais adsorventes desenvolvidos para minimizar
custos e melhorar a capacidade adsortiva, como por exemplo o carvao ativado,
polimero e adsorventes naturais ja relatados na literatura (Mthombeni.; Mbakopiand;
Onyango, 2016). Nos ultimos anos, o efeito dessas substadncias magnéticas na
adsorcdo e separagido tem sido bastante explorado com resultados promissores
(Mendes, 2018).

Ja foi relatada melhoria na separacdo ao serem adaptadas nanoparticulas
magnéticas em polimeros e polimeros molecularmente impressos (Moleculary
impreted polymers: MIPs), resultando também no aumento da resolugdo no
cromatograma (detecgéo e separagao dos picos cromatograficos) visto que o analito
foi removido ou pré-concentrado da solugao apds separacido por aplicacédo de um
campo magnético externo (Chen et al., 2015; Wang et al., 2014).

O superparamagnetismo é conferido as MNPs e é um fenbmeno que apresenta,
em escala nanométrica, grande facilidade de isolamento e separacdo de meios
complexos. Esse fendbmeno é dependente das estruturas dos dominios magnéticos e
do tamanho do material visto que uma dimensao pequena da particula, abaixo de um
tamanho critico tende a ser uma particula com monodominios enquanto a particula de
maior dimensao pode apresentar multidominios. O tamanho critico possui ainda relagéo
com a temperatura em que amostras magnéticas com dimensdes reduzidas para a
formacao de paredes de dominios se comportam como um monodominio. Nesse caso, as
variagbes na magnetizagcdo devem ocorrer exclusivamente por meio de uma rotagdo
uniforme da magnetizagao (Néel, 1949; Stoner; Wohlfarth, 1948).

Nesse cenario, as particulas estao contrarias ao campo magnético externo e
desmagnetizadas, porém, a temperatura é capaz de inverter as orientagdes dos
momentos magnéticos e assim, ao ser aplicado um campo externo, as particulas sao
conduzidas na diregado dos minimos de energia sendo possivel a magnetizagéo. Esse
tipo de magnetismo evita a agregagdo magnética das nanoparticulas passivel de
ocorrer devido a falta de magnetizagao liquida, sendo uma caracteristica vantajosa

para o uso em aplicagbes biomédicas e farmacéuticas (Fontanive et al., 2014).
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2.3. M-CP: POLI (ACIDO METACRILICO-CO-ETILENO GLICOL DIMETACRILATO)

Atualmente, trabalhos com énfase em sintese de materiais poliméricos estdo
sendo desenvolvidos devido as propriedades atraentes de adsortividade e
seletividade. O M-CP formado segue os principios dos (MIPs) que se diferem pelo
emprego de uma molécula molde (Yan; Row, 2006).

A escolha do método de sintese do material esta relacionada a finalidade da
aplicagao de cada um deles. O método bulk, por exemplo, é utilizado em casos de
SPE e consiste numa reagdo de sintese com auséncia de oxigénio iniciada por
aquecimento ou radiagao ultravioleta. Porém esse método possui desvantagens como
a perda de sitios de ligagado formados ao triturar o material sintetizado, reduzindo a
aplicacao cromatografica, além da necessidade de trituragédo (Qiao et al., 2006;
Figueiredo; Dias; Arruda, 2008).

A sintese por suspensao tém sido uma opgao no processo de polimerizagao.
Essa técnica envolve a solubilizagdo do material em solvente organico apolar e a
mistura € dispersa em fase polar imiscivel, com adigdo de agente tensoativo para
formacdo de emulsdo, Logo em seguida a emulsdo € aquecida junto de agitagao
constante e as particulas do polimero se tornam mais uniformes (Lai et al., 2002).
Ainda, a polimerizag&o pode ser realizada por enxerto que consiste numa reagao dentro
dos poros esféricos (molde) de um suporte, havendo formacao de microesferas
posteriormente removidas com agua e agitagao (Wolman et al., 2006).

A sintese do M-CP ¢é realizada por polimerizagéo, baseada em ligagao quimica
ou forgas intermoleculares formando um complexo estavel. Alguns monédmeros podem

ser utilizados nesta sintese como os representados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Monémeros usados em preparo de polimeros

Monomero

funcional Nome Tipo de interagcao com o
analito
‘ P " Interacao idnica e ligagao de
H(OH Acido acrilico hidrogénio
0
oH Acido metacrilico Interagao_lonlc? e ligacao de
hidrogénio
(6]
Amino
)\”/ NH\%NRZ metacrilaminada Interag&o idnica
(6]
/YNHZ Acrilamida Ligacdo de hidrogénio
0

Fonte: Adaptado de Tarley; Sotomayor; Kubota (2005).

Além dos mondmeros, os agentes de ligagao cruzada utilizados na sintese sao
representados na Tabela 3. Esses agentes sdo adicionados a sintese para dar rigidez
a matriz polimérica, estabilizar os sitios ativos e dar forma ao polimero (Tarley;
Sotomayor; Kubota, 2005). O solvente que compde o0 meio reacional deve ser
escolhido de modo que nao exista interferéncia na interagao com o analito para que
nao ocorra influéncia na morfologia do polimero (Yan; Row, 2006). Por fim, o iniciador
radicalar necessario para o processo de polimerizagado, € responsavel por gerar
radicais livres que dao inicio a reagdo. Esse processo ocorre quando ele € clivado por
aquecimento e permite que o agente englobe o complexo com a rede polimérica. Um
dos iniciadores mais utilizados nas sinteses desses materiais, segundo artigos, é
o AIBN (2,2'-azo-bis-isso-butironitrila) (Spivak, 2005; Tarley; Sotomayor; Kubota,
2005). Apos a polimerizagdo, o material € triturado (método bulk) e lavado com
solvente adequado para retirada de reagentes remanescentes (Figueiredo; Dias;
Arruda, 2008; Tarley; Sotomayor; Kubota, 2005).
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Tabela 3 — Principais agentes de ligagao cruzada

Estrutura Nome

Etileno glicol dimetacrilato
YL (EGDMA)

o}
J\f Trimetilolpropano

& trimetacrilato (TRIM)
e o

Pentaeritritol triacrilato
(PETRA)

3y

N,N’- metilenobisacrilamida
\)J\ J\/ (MBA)

Fonte: Adaptado de Branger et al., (2013).

Os materiais poliméricos tém sido aplicados em diversas areas como em
separagao cromatografica, diferentes tipos de extragcao e catalise por exemplo. Em
técnicas de SPE (magnética ou ndo), vém sendo aplicados para extracéo e detecgao
de farmacos e toxicantes em amostras biologicas (Figueiredo et al., 2009; Yin et al.,
2006).

2.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Esse tipo de técnica cromatografica consiste em separar componentes de uma
mistura, utilizando uma fase movel (fluida) e uma fase estacionaria (FE) empregada
na coluna cromatografica. E uma técnica fisico-quimica bastante utilizada por
pesquisadores devido a possibilidade de uso de diferentes temperaturas (5°C a 80°C)
durante a analise, obtengao de dados qualitativos e quantitativos, alta sensibilidade,
pequeno volume de amostra (5 uL até 100 uL) dentre outras vantagens que a técnica
oferece (Collins, 2007; Tonhi et al., 2002).
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Em HPLC, o analito em questdo é detectado em determinado tempo de
retencdo (tr), necessario para que ele se desloque pelo sistema entre a injegédo e o
detector. Este é carregado pela fase movel (FM) que pode ser programada de formas:
isocratica, por gradiente e por etapas. A mais utilizada para separagdao de analitos
estruturalmente similares € a programacéo isocratica que consiste em analise com FM
unica ao longo do processo (Thermo fisher, 2018). A HPLC é caracterizada pelo uso
de particulas micrométricas na FE, aumentando a resisténcia a passagem da FM,
portanto € utilizado um sistema de bombeamento pressurizado para que a FM alcance
uma vazao que ajude a obter separagdes com melhor resolugéo (Skoog et al., 2006).

Para anélise em HPLC s&o utilizadas colunas cromatograficas feitas de tubo de
aco contendo dentro geralmente silica ou 6xido de silico para a FE, onde ocorre a
separagao dos analitos da amostra. A escolha da coluna adequada para analise
requer conhecimento da interagcdo do analito com a FE para n&o prejudicar a
separacgao e detecgao (Snyder, 1997; Carmenzuli; Ritchie; Shalliker, 2013).

A Figura 4 a seguir apresenta um esquema representativo do sistema de HPLC.

Figura 4 — Esquema representativo do sistema de HPLC

Injetor
) co

Fase movel i -y

Bomba
Coluna

cromatografica

— :
BE |
Analisador
de dados I

[ aZaials)
Detector

Descarte

Fonte: Autor (2025).
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2.5. ESTUDOS DE ADSORGAO

O processo no qual ocorre a transferéncia de um composto em meio fluido
(liquido ou gasoso) para uma superficie solida (adsorvente) € chamado de adsorgao.
A adsorcado pode ocorrer de maneira fisica ou quimica, sendo que na primeira, ha
formagdo de interagbes nao covalentes entre as fases, e na segunda, ligagao
covalente, decorrente das elevadas energias envolvidas (Dabrowski, 2001). A
adsorc¢ao fisica promove interagao relativamente fraca que provém de ligagdes néo
covalentes (forcas de Van de Walls) e a adsor¢dao quimica, da troca ou
compartilhamento de elétrons, criando uma nova ligacdo (Nascimento et al., 2014).

A adsorgdo acontece quando o composto em meio fluido (adsorvato) migra
para a interface fluido-solido onde este continuara, por difusdo, sua passagem entre
os poros do material até alcancar os sitios ativos. E utilizada para separar as
substancias do meio em que se encontram através de mecanismo estérico, de

equilibrio (isoterma) e cinético (Santos, 2016; Nascimento et al., 2014).
2.5.1. Isotermas de adsorcgao

O estudo de isotermas de adsorcao permite aprofundamento dos tipos de
interacao entre os analitos e o adsorvente e fornecer estimativa da quantidade maxima
de adsorvato. O estudo de equilibrio € obtido utilizando uma massa fixa (m) de
adsorvente enquanto um determinado volume (V) de solugéo de adsorvato é a ele
adicionado em concentragdes iniciais diferentes (concentragéo inicial Co). Quando o
equilibrio € atingido, a concentragao do soluto na fase liquida é denominada Ce € a
capacidade de adsor¢gdo no equilibrio, ge pode ser calculado (Santos, 2016;
Nascimento et al., 2014).

Alguns dos modelos isotérmicos de adsor¢do utilizados para ajuste dos
parametros serdo detalhados a seguir.

2.5.1.1 Modelo de Langmuir

Esse modelo é um classico entre os modelos de isoterma, que se aplica a
processos que ocorrem pela formacdo de monocamadas, uma unica camada
adsorvida, em superficie homogénea na qual a taxa de dessorgdo depende apenas

da quantidade de material presente (Langmuir, 1918; Hill, 1977). Ainda, a superficie
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possui sitios de energia equivalentes e assim apenas uma molécula € adsorvida por
sitio impossibilitando interagdes entre as moléculas ja adsorvidas. A equagao 1,
representa a isoterma de Langmuir onde q indica a quantidade de soluto adsorvido
por grama de adsorvente no equilibrio (mg g') (Foo; Hammed, 2010; Nascimento et
al., 2014; Langmuir, 1916).

_ 9max KL Ce
9= i kic, (1)

gmax — Capacidade maxima de adsorgéo (mg g™');
KL — Constante de interagao adsorvato/adsorvente (L mg');

Ce— Concentragao do adsorvato no equilibrio (mg L);
2.5.1.2. Modelo de Freudlich

A equacédo 2, de Freundlich, descreve o equilibrio de adsor¢do sob
superficie heterogénea (Chang et al., 2000; Santos, 2016). Essa isoterma
assume adsorgdo em multicamadas e possui sitios de energias diferenciadas,
assim, aqueles mais energéticos tém prioridade nas ligagdes, causando
diminuicao da forga de ligagao dos outros sitios (Nascimento et al., 2014; Santos,
2015, 2016).

q. = kerc, (2)

ge — Quantidade de soluto adsorvido (mg g);

Ce— Concentragao de equilibrio em solugéo (mg L");

1/n — Constante relacionada a heterogeneidade da superficie;
ke — Constante de capacidade de adsorgdo (mg g'L").

2.5.1.3. Modelo de Dubinin-Radushkevich

Dubinin-Radushkevich € comumente utilizada para expressar a adsor¢édo com
uma distribuicdo de energia gaussiana em superficie heterogénea. Sua equagao é
pouco aplicada para sistemas em fase liquida por ndo considerar aspectos do meio
como pH, equilibrio ibnico e interagdes soluto-solvente (Dabrowski, 2001; Febrianto et

al., 2009). A equacéao ajustada a este modelo é dada pela equacéao 3 a seguir.
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de = qm exp(—ke?) 3)

€ — Potencial de Polianyi;
ge — Quantidade de adsorgao no equilibrio (mol g-');
gm — Capacidade maxima de adsorcao tedrica (mol g);

k — Constante relacionada a energia de adsorgao.
2.5.1.2.4. Modelo de Temkin

Este modelo leva em consideracdo as interagdes adsorvente-adsorvato e
assume que a temperatura influencia na cobertura da superficie devido essas
interagdes (Okunola; Ojediran, 2019). Ainda, a equagao dessa isoterma considera a
distribuicdo uniforme de energias de ligacédo, e é mais adequada aos processos de
adsorcdo em meio gasoso (Foo; Hameed, 2010; Kim, 2004). O modelo esta

representado pela equacéao 4.

RT
qe = B ln(aT Ce)

R — Constante universal dos gases;

T — Temperatura;

b — Constante de Temkin em relagao ao calor de sor¢ao;
ar— Constante de isoterma de Temkin;

Ce— Concentragao do adsorvato em solugéo, no equilibrio (mg L1).
2.5.1.5 Modelo de Elovich

A equacgao 5 utilizada para este modelo € aplicada na adsor¢cdo em meio liquido
apesar de ter sido inicialmente desenvolvida para estudo de um gas na superficie de

um material sélido (Mclintock, 1970; Nascimento et al., 2014).
1
=3 In(1+ aft) (5)

a — Taxa de adsorgo inicial (mg g™ min);
B — Constante de dessorgdo (mg g™);

gt— Quantidade de metal adsorvido por biomassa utilizada em tempo t (mg g');
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2.5.1.6 Modelo de Harkins-Jura

Geralmente, a equacéo de Harkins-Jura € aplicada na adsorgéao de solido-gas
e para determinar a area superficial do material adsorvente. Esse modelo
predetermina uma possivel adsorcdo multicamada de absorventes com distribuicédo
heterogénea dos poros (Harkins; Jura, 1944). A equagao inclui Anse Bry (paréametros

da isoterma) e é expressa por:

go= ()" o

Byy —log(Ce)
2.5.1.7 Modelo de Jovanovic

O modelo de Jovanovic € baseado nas suposi¢gdes do modelo de Langmuir e
leva em consideracdo a possibilidade de contatos mecéanicos entre adsorbato e
adsorvente, é aplicavel a adsorcdo em monocamada sem interagdes laterais e €

expressa como na equacéao 7 (Do, 1998; Wang et al., 2010).

de = qm (I — M%) )

gm — Capacidade maxima de adsorgdo (mg g™);
K, — Constante de Jovanovic (L mg™).

2.5.1.8 Modelo de Sips

Essa isoterma, também chamada de Langmuir-Freundlich, € uma combinagao
dos dois modelos e prevé a heterogeneidade dos sistemas de adsor¢ao que quando
em baixas concentragdes, ocorrera em multicamadas e em altas, em monocamada.
O modelo de Sips é ainda utilizado para contornar as limitagdes relacionadas ao
aumento das concentracées do modelo de Freundlich, tornando a expressao finita em
alta concentragéo. Os parametros inclusos nesse modelo sao regidos pelas condi¢des
de pH, temperatura e concentragdo de adsorbato (Al- ghouti; Da’ana, 2020; Lima;
Adebayo; Machado, 2015; Foo; Hameed, 2010; Silva, 2016). A isoterma de Sips esta

representada pela equagao 8 a seguir.
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quscl/bes

qe = e (8)
1+ KgC,'”S

gm — Capacidade maxima de adsorgéo (mg g™);
Ks — Constante de equilibrio (mg L") -;

bes — Expoente adimensional.;
2.5.1.9 Modelo de Koble-Corrigan

A equacéo descrita por Koble e Corrigan (1952) é aplicavel em ampla faixa
de pressao e temperatura, € também uma combinag¢ao dos modelos de Langmuir
e Freundlich (Koble; Corrigan, 1952). Essa isoterma considera a dissociagao de
moléculas diatdmicas e o modelo sé é valido quando o valor de nk presente na

equacao 9 do modelo, € menor que 1.

ng
AkC,
Qe - 1 +BKC:K (9)

Ak — Constante (L"mg'"g™");
Bk — Constante (L mg™")";

nk — Expoente adimensional;
2.5.1.10 Modelo de Radke-Prausnitz

Em baixas concentra¢des de adsorbato, o modelo se reduz a forma linear. Ja
sob altas concentracdes se torna a isoterma de Freudlich e quando o valor de mgrp =
0, isoterma de Langmuir, tendo como caracteristica importante, um bom ajuste em
ampla faixa de concentragdes (Ayawei et al, 2017).

A isoterma em questdo esta presente na literatura com reparametrizagdes
diferentes como as representadas na Tabela 4, em que qrei, Qrri € QrPiI SA0 as
capacidades maximas de adsorgdo (mg g™'), mre, Mrei € Mrei SG0 0s expoentes
adimensionais e por fim, Krr, Krei € Krepin as constantes de equilibrio
(Rangabhashiyam et al., 2014).
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Tabela 4 — Reparametrizacdes da isoterma de Radke-Prausnitz

Expressao Autor
_ areKrpiC. Abebe, Murthy e Amare (2018)
e = (1 + KrpiCo)mpp;
q. = qreiKrp11Ce
© 1 + Kgpy Co®™!
R Rangabhashiyam et al. (2014)
q, = — RPIm”RPiu—l
1 + Kppit €,
m
Ge= YppyKrpivCe " Foo e Hameed (2010)

MRPIII -1
+ Kppiv C

qRPIV e

mgp
_ e X Ce Liu e Liu (2008)

- me—l
Kppx C,

e

Fonte: Elaborada pelo Autor (2025).

2.5.1.11 Modelo de Toth

Essa isoterma de Toth se adequa a materiais de superficie heterogénea,
adsorcdo em monocamada em amplas faixas de concentragdes do adsorbato e
diferente dos outros, neste modelo, os sitios menos energéticos adsorvem mais
energia devido a distribuicdo de energia quase-gaussiana assimétrica (Do, 1998; Foo;
Hameed, 2010; Toth, 1971; Santos, 2016). Este modelo possui a forma descrita pela
equacdo 10 e sua heterogeneidade é caracterizada pelo paréametro nr sendo este
mais distante de 1, resulta em maior a heterogeneidade do sistema e nr= 1 representa

que a isoterma de Toth é reduzida a de Langmuir (Do, 1998).

_ qmkrCe
Te = [t e/ 10
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kr — Constante de equilibrio de Toth (L mg™);

nt — Expoente do modelo adimensional de Toth;
2.5.1.12 Modelo de Redlich-Peterson

Assim como a de Sips, essa isoterma possui um modelo de adsorgao
intermediario entre Langmuir e Frendlich e € ajustado levando em consideragdo uma
ampla faixa de concentracdo (Foo; Hameed, 2010). E aplicado para adsorgéo tanto
em sistemas heterogéneos quanto homogéneos e quanto a concentragao de adsorvato
se comporta de forma semelhante ao modelo de Sips em que quando em altas
concentragdes se aproxima de Freudlich e em baixas (quando gre = 1), de Langmuir
(Lima; Adebayo; Machado, 2015; Mendes, 2018; Redlich; Peterson, 1959). A isoterma

€ representada como na equacgao 11.

q., = KrpCe 11
e 1 +aRP CgRP ( )

Kr e ar — Constantes de Redlich-Peterson;

grp — Expoente adimensional do modelo (0 < grp < 1).

2.5.1.13 Modelo de Langmuir-Freundlich

A isoterma de Langmuir-Freundlich foi proposta em 1952 e se trata de
adsorventes com superficie heterogénea. A adsor¢do em baixas concentragdes de
adsorbato torna o modelo como modelo de Freudlich e em altas, de Langmuir (Koble;
Corrigan, 1952). A equagao do modelo, como expressa pela equagédo 12, envolve a

constante de heterogeneidade m.r (0 < 1/mLF < 1).

g = qm (KLpCe)™LF
€ 1+ (K pCe)™LF

(12)

gm — Capacidade méaxima de adsorgéo (mg L™);
KLr — Constante de equilibrio para sélidos heterogéneos (L mg™').



2.5.1.14 Modelo de Hill

O modelo de Hill descreve a ligagao em superficie homogénea e se tratando
de adsorgao, assume que o adsorbato quando em um sitio no adsorvente, pode
influenciar outros sitios no mesmo adsorvente (Hill, 1946). Se tratando de um
fendmeno cooperativo, a equacao 13 expressa o modelo que inclui ny como a
constante de cooperatividade da interagéo e a constante de Hill Ky (Foo; Hameed,
2010; Hill, 1946), onde:

n
qmceH

de = Ky +CH (13)
gm — Capacidade maxima de adsorgdo (mg g™');
Kn - Constante de Hill [(mg L™")"H];

nH - Constante de cooperatividade da interagao.
2.5.2 Cinéticas de adsorcao

A cinética é realizada em estudos de adsorgao relacionando o equilibrio
entre adsorvato- adsorvente com o tempo necessario para que ela ocorra. Esse
processo envolve a transferéncia de massa do adsorbato para a superficie do
adsorvente criando uma relagdo de ge no eixo Y e tempo no eixo X. Essa relagdo
€ importante para se obter sistemas de adsor¢ao adequados, por isso os modelos
de cinética devem ser analisados (Qui et al., 2009; Nascimento et al., 2014).

Para se obter a cinética de adsorcdo em um estudo, é utilizada uma massa
(m) de adsorvente, um volume (V) de adsorvato em solugdo com concentragao
definida (Nascimento et al., 2014). Alguns fatores como pH, forga ibnica,
concentragao inicial de adsorvato, agitagao e contato, bem como caracteristicas
fisico-quimicas do material como tamanho e granulometria influenciam na cinética
de adsor¢éo (Ho, 2006).

ApOs a construgédo de uma curva analitica é feita a avaliagao da cinética de
adsorcao através de modelos (Tabela 5) como os de pseudo-primeira e pseudo-
segunda ordem sdo ajustados bem como os modelos de Elovich e Avrami
(CARDOSO et al., 2011).

41
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Tabela 5 — Equacgdes nao linesres para os modelos de pseudo-
primeira ordem, pseudo-segunda ordem, modelo de

Elovich e modelo de Avrami

Expressao Modelo cinético
q.= q,(1 — e"ht) Pseudo-primeira ordem
_ _Ge kot Pseudo-segunda ordem
U= 13 qokat
1 Elovich
q, = E In(1+ aft)
— — =k g
9= de = qeXe 4 Avrami

Fonte: Adaptado de Cardoso et al., (2011).

O modelo de pseudo-primeira ordem é o modelo mais simples e descreve a
cinética de adsorcao liquido-sélida inferindo uma relagdo diretamente proporcional
entre a variacdo da adsorcao do analito com a diferenga entre a quantidade adsorvida
no equilibrio e a em qualquer tempo (Mendes, 2018; Plazinski et al., 2013; Qui et al.,
2009; Santos, 2016). Esse modelo geralmente se ajusta melhor em dados de tempos
de equilibrio maiores e sua expresséo envolve os pardmetros ge € g: representando
respectivamente a quantidade de adsorbato por grama de adsorvente no equilibrio
(mg g') e o tempo t (segundos). Esta presente também a constante da taxa de
adsorcdo (s™'), parametro representado por ks influenciado pelas condigdes
experimentais (Cardoso et al., 2011; TAN; Hameed, 2017).

O modelo de pseudo-segunda ordem relata, assim como o modelo anterior, a
capacidade que fase sélida possui de adsorver com a faixa de tempo de contato
determinada. Em sua equacao esta representada a constante da taxa de adsorgéo de
pseudo-segunda ordem k2 (g mg's™) e os parametros k1 e k2 podem sofrer diminuicdo
guando ha aumento da concentragao inicial de adsorvato (Qui et al., 2009; Febrianto
et al., 2009).

O modelo de Elovich € mais aplicado quando a superficie do adsorvente é

heterogénea e é utilizado para sistema envolvendo mecanismos de quimissorgao,
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considerando a interagdo quimica entre o adsorvente e o adsorvato a (Lima; Adebayo;
Machado, 2015; Nascimento et al., 2014). Em sua equagado, os parametros a e
representam respectivamente a taxa de adsorgao inicial (mg g s™') e a extensdo da
superficie e a energia de ativagdo na quimissorcdo (g mg™).

Por fim, o modelo de Avrami foi proposto por Lopes et al. (2004) e € uma
alternativa para casos de taxa de adsor¢géo muito lenta e com mais de um mecanismo
de adsorcdo. Em sua equagéo estao presentes ka representando a constante de

Avrami (s™) e na a constante do mecanismo de adsorc3o.



D

44

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Sintetizar e caracterizar o polimero poli (acido metacrilico-etileno glicol
dimetacrilato) (M- CP), emprega-lo na extracao simultédnea de quatro anticonvulsivantes

em saliva humana e avaliar a deteccao por HPLC-UV.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

é Sintetizar um M-CP para extragdo dos ACs em amostras de saliva;

bB Caracterizar os materiais sintetizados por técnicas de infravermelho (FT-
IR), Potencial zeta, Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e
Termogravimetria (TG);

c) Otimizar a d-SPE magnética dos farmacos com o material sintetizado;
& Otimizar o sistema de analise dos farmacos em HPLC-UV;

e) Aplicar técnicas multivariadas na otimizag&o dos fatores relacionados ao

sistema para maximizar as respostas analiticas;

f.) Realizar estudos de cinética e isoterma de adsorgéo/'

gJ) Validar o método cromatoQuadro desenvolvido.



4 METODOLOGIA
4.1 REAGENTES, SOLUGOES E EQUIPAMENTOS

Solugbes estoques de PRM, PB, PHT, CBZ e hidantoina (HD), utilizado
como padréao interno (PI), (Sigma-Aldrich, USA) foram preparadas em metanol
(MeOH) grau HPLC da SigmaAldrich® (Sao Paulo, Brasil) e agua ultrapura
(Millipore®, EUA), e armazenadas em frasco ambar a -20°C por até 6 meses.

Diluicdes foram realizadas para a obtencao das solu¢des de trabalho e
preparadas no momento de uso. Solugdes de hidréxido de sédio (Vetec®, Brasil)
e &cido cloridrico (Exodo Cientifica®, Brasil) foram utilizadas para o ajuste de pH.
Fosfato monopossasico (KH2POs) (Microbioquimica®, Brasil) foi utilizado no
preparo do tampao para fase mével.

Padrdes de cloreto de ferro(ll) tetrahidratado (FeCl2.4H20), cloreto de ferro
(ll1) (FeCls.6H20), acido 4,4’-azobis(4-cianovalérico) (ABCVA), 3-(trimetoxisilil)
propil metacrilato (MPS), tetraetilortosilicato, acido metacrilico (MAA), etilenoglicol
dimetacrilato.

Equipamentos utilizados durantes os processos de sintese e do sistema
cromatoQuadro envolveram: vidrarias apropriadas; freezer (Brastemp®, Brasil);
sistema Milli-Q (Millipore®, EUA); Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
(Shimadzu®, Japao); balanga analitica (Shimadzu®, Kyoto, Jap&o); bomba a
vacuo (New Pump®, EUA); filtro de celulose (Millipore®, EUA); banho-maria
acoplado com termostato Thermomix BM (B.Braun Biotech International,
Melsungen, Alemanha); banho ultrassénico, modelo USC2800A (Unique, Séo
Paulo, Brasil); estufa S.E. (Fanem®, Brasil); micropipetas (Peguepet®, Brasil;
Digipet®, Brasil); vortex (Fanem®, Brasil); agitador mecanico modelo TE-099
Unidade Potter (Tecnal, Sdo Paulo, Brasil); nitrogénio gasoso (White Martins®,
Brasil), pHmetro (Analyser®, Sao Paulo, Brasil); im& ferromagnético e agitador
manual.

Na caracterizacdo dos materiais foram utilizados espectrbmetro de
infravermelho ultravioleta-visivel, modelo IR System Shimadzu® - Prestige 21;
termobalanga, modelo SDT Q600 (TA Instrumentos, New Castle, EUA); para
analise térmica foi utilizado um DSC60 plus Shimadzu; para o potencial zeta

utilizou-se analisador de espalhamento de luz dindmico (DLS) Zetasizer ZS Nano
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(Malvern Penalytical®, Sdo Paulo, Brazil) e Philips XL-30 FEG (Field Emission

Gun) foi o aparelho para analise por MEV.

4.2 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A anadlise cromatografica foi realizada para PRM, PB, PHT, CBZ e HD em
amostra bioldgica (saliva), com detecgdo por ultravioleta (UV-vis), empregando
uma coluna C1s Macherey-Nagel® (250 mm x 4,6 mm) e utilizando uma FM
composta por tampao fosfato monopotassico (KH2PO4) 0,01 mol L' (pH = 4,88) :
acetonitrila : metanol (55:25:20). A corre¢do do pH necessaria para FM foi
realizada com uma solugéo de NaOH 1% (m/v). Depois de pronta, a FM foi filtrada
para retirada de impurezas como demonstrado pela Fotografia 1 e sonicada em
ultrassom por 30 min para retirada dos gases em solug¢ao. Ainda, uma composigao
de maior porgédo aquosa (90:10 v:v) e outra de maior porgao orgénica (80:20 v:v)

foram usadas para garantir a limpeza do sistema entre os ciclos de analise.

Fotografia 1 — Filtragdo da fase mével

Fonte: L;tOI' (2024).

A otimizagdo das condigdes cromatograficas se iniciou pelas condigdes
dispostas por Liu et al. (1993). Contudo, foram necessarias alteragcdes nos
parametros de operagado da analise cromatografica, dispostos na Tabela 6, para

permitir a separagao dos analitos e seletividade do método.
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Tabela 6 — Parametros cromatograficos

Parametros Valores
Vazéo da bomba 1,2 mL min™*!
Volume de amostra injetado 20 yL
Comprimento de onda 210 nm
Temperatura do forno 40°C

Fonte: Elaborado pelo Autor (2025).

4.3. SINTESE

A sintese do material foi feita em quatro etapas. Primeiro ocorreu a sintese
das nanoparticulas magnéticas de Fe3O4 por co-precipitacdo. Em seguida as
particulas foram tratadas com TEOS para estabilizacao, resultando em particulas
de FesO4s@TEOS, e apds, com MPS para disponibilizagdo de grupo Vvinilico
polimerizavel, resultado em particulas de FesOs@TEOS@MPS. Por fim, o
polimero foi sintetizado sobre as particulas de FesO4@TEOS@MPS.

A primeira etapa de sintese foi realizada segundo protocolo de Franqui et
al. (2015), com algumas modificagbes. As nanoparticulas de FesOs foram
inicialmente sintetizadas pelo método de co- precipitagdo. Inicialmente, dentro de
um baldo de trés bocas foram dissolvidos em aproximadamente 50mL de agua
Milli-Q, 15 mmol de FeCl3.6H20 e 10 mmol de FeCl2.4H20. A Fotografia 2
representa a reagao que foi mantida em agitagao vigorosa por 30 min a 80°C, foram
gotejados 50mL de solugdo de hidréxido de aménio (NH40H) 28% (v/v) sob fluxo
de Ny,
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Fotografia 2 — Etapa de sintese das nanoparticulas de Fe3O4

Fonte: Autor (2024).
Legenda: a) aquecimento.
b) fluxo de Na.
c) agitacao.
d) gotejamento de NH40OH.

Apods o tempo requerido, o precipitado negro foi lavado com agua Milli-Q, com o
auxilio de um ima, até que o pH do sobrenadante chegasse a 6 (Fotografia 3). Para

secar o material coletado, este foi mantido em estufa a 60°C por 24h.

Fotografia 3 — Lavagem do material

Fonte: Autor (2024).

A segunda etapa se deu de acordo com o trabalho de Zeng et al. (2012)

utilizando 600 mg de nanoparticulas magnéticas de Fe3O4em 60 mL de uma solugao
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isopropanol:agua Milli-Q (5:1, v/v). A suspenséo foi sonicada por 20 min com intuito
de dispersar as nanoparticulas. Em seguida foram adicionados ao tubo (ainda dentro
do banho ultrassénico), 10 mL de solugao de hidroxido de aménio 28% e 4 mL de
TEOS. Sob agitagdo mecanica constante a reagao foi mantida por 12h (Fotografia 4).
Por fim as nanoparticulas de Fe3sOs@TEOS foram coletadas com ima externo,
lavadas até o sobrenadante atingir pH entre 6,5 e 7,5 e secas em estufa a 60°C por
24h.

Fotogrtafia 4 — Agitagdo mecénica horizontal

Fonte: Autor (2024).

A terceira etapa foi a de funcionalizagao das nanoparticulas que seguiu o trabalho
de Mendes (2018) com algumas modificagdes, em que 200 mg de nanoparticulas de
Fe304@TEOS foram depositadas em tubo contendo 50 mL de MeOH e sonicadas por
30 min. Apds 25 min, 3 mL de MPS foram gotejados dentro do tubo. A reagao, sob
agitagdo constante, foi mantida por 48h sob agitagdo constante. Apds, as
nanoparticulas de FesO4@TEOS@MPS foram coletadas com ima e lavados com
MeOH até que o sobrenadante ficasse limpido. Por fim, o material ficou em estufa a
60°C por 24h.

A sintese final foi conduzida pela metodologia de polimerizagdo por
precipitagdo de acordo com o trabalho de Franqui et al. (2015) com algumas
adaptacoes. Para essa etapa foram utilizados 2, mmol do mondémero funcional (MAA)
em 20 mL de solvente (ACN) em um frasco enquanto 489 mg de nanoparticulas

magneticas de FesO4@TEOS@MPS foram adicionadas a outro frasco (frasco de
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sintese) contendo mais 20 mL de acetonitrila. Os frascos foram colocados
simultaneamente em banho ultrassénico por 40 min. Em seguida, a solugao contendo
MAA foi adicionada no frasco de sintese e foram adicionados 12,0 mmol do agente de
ligagdo cruzada (EGDMA) e 80,0 mg do iniciador radicalar (ABCVA).

A mistura resultante reacional foi mantida no ultrassom por 30 min e em
seguida, para eliminagdo do oxigénio presente no meio, foi purgada com N2 por 15min
(Fotografia 5). Em seguida o frasco de sintese foi selado e ficou imerso em banho-
maria a 75°C, sob agitagdo mecanica por 24h, para a completa reagdo de

polimerizagao (Fotografia 6).

Fotografia 5 — Mistura purgada com N2

Fonte: Autor (2024).



Fotografia 6 — Etapa de polimerizagao

Fonte: Autor (2025).

ApOs a polimerizag&o, o material resultante foi coletado com imé e lavado
trés vezes com MeOH:acido acético (9:1 v/v) e depois lavado com MeOH puro
para remog¢ao dos resquicios de acido aceético. Por fim, as particulas foram secas
a 60°C por 24h. O material final obtido foi condicionado em tubo falcon para
posteriores analises. Apos utilizacdo do material para extragdo o mesmo pode ser

lavado novamente com MeOH puro e agua para reuso.

4.4 CARACTERIZACAO

Para verificar a eficacia da sintese do material, foram feitos os testes de FT-
IR; microscopia eletrbnica de varredura (MEV); potencial zeta; analise térmica e

estudos de cinética e isoterma de adsorgéo.

4.4.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)

A analise de caracterizacéo por FT-IR foi realizada por espectrofotdmetro
IR System Shimadzu® Prestige 21. Para as analises 5 mg dos 4 materiais obtidos
na sintese foram adicionadas ao equipamento misturada com particulas de KBr
para formar a pastilha analisada. As leituras foram operadas no modo de
transmitancia, obtidas na regido de intervalo 4000 a 400 cm™' e resolug&o espectral
de 4cm™, e os espectros foram obtidos com 34 varredura. Além disso, uma

pastilha branco foi usada para a corregéo do background.
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4.4.2 Microscopia Eletronica de Verredura (MEV)

As analises foram realizadas em um microscépio eletrénico de varredura Philips
XL-30 FEG (Field Emission Gun) com um canhdo de emissao de elétrons de efeito de
campo (FEG-SEM), trabalhando em 10 a 25 keV, ponto 4 e distancia 5 mm.

Inicialmente, uma gota da suspensao da amostra (5 mg mL™") foi adicionada em
um eppendorf juntamente com 2 mL de isopropanol. O eppendorg foi colocado em um
banho de ultrassom por 10 min para desagregar as particulas. Uma pequena gota
com a disperséo das particulas, foi colocado no substrato de silicio ou aluminio de
uma area de 5 mm x 5 mm e colada ao tubo usando fita de carbono dupla face. As
amostras foram secas em uma estufa a 40 °C por 12 h.

A analise usando um detector de raios X dispersivo de energia 2D foi realizada
a 25 keV e ponto 4. As imagens 2D por Espectroscopia por energia dispersiva (Energy
Dispersive Spectroscopy: EDS) foram geradas com base na energia liberada pela
emissao de Si Ka, Fe Ka, O La1, C La1 e Al La1.

4.4.3 Potencial zeta

A analise do potencial zeta foi realizada no Laboratério de Pesquisa em
Sistemas de Liberagdo de Farmacos (LSLF, UNIFAL-MG). Foram testados os
materiais utilizando 1 mL de uma suspensdo aquosa na concentragdo de 1mg mL". A
analise (n=3) foram realizadas para a faixa de pH de 2 a 10. As solu¢des foram
posicionadas no equipamento utilizando cubeta apropriada.

4.4.4 Analises térmicas

Para andlise térmica, os efeitos da energia térmica dos materiais foram
avaliados por calorimetria diferencial de varredura (Differential scanning colorimetry:
DSC) e termogravimetria (TG). Curvas de TG foram derivadas em 12 ordem para
confirmar os fendmenos térmicos. Uma célula Shimadzu DSC60 plus, calibrada com
indio (Tonset = 156,63 °C, AHm = 28,45 J.g™") foi usada sob atmosfera dinamica de
nitrogénio a 50 mL min-!, taxa de aquecimento de 10 °C min', na faixa de 30 a 400
°C. Cadinho em aluminio fechado e uma massa de amostra de 2,0 mg foram

utilizados. As curvas de TG foram obtidas na termobalanga Shimadzu DTG60H em
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atmosfera dinamica de nitrogénio com fluxo de 50 mL min-!, na faixa de 30 a 600 °C
(TG) e 20 a 400°C (DSC), e massa de amostra de 2,5 mg foram usados.

4.5 PREPARO DE AMOSTRA E DILUIGAO DA SALIVA

As analises de diluigdo da amostra de saliva se deram a partir de um pool de
amostra (n=3), a fim de melhorar a administragdo e o rendimento das amostras
coletadas, bem como diminuir inteferentes da matriz. Os participantes foram
devidamente abordados pelo pesquisador principal, no Laboratério de Toxicantes e
Farmacos (LATF), sala D (301) da UNIFAL-MG. Vale ressaltar que os participantes
foram informados sobre o conteudo da pesquisa, bem como o procedimento de coleta,
devendo estes assinar um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A). A
coleta foi realizada mediante aprovacéo no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
UNIFAL-MG, protocolo numero 66265322.7.0000.5142.

Aproximadamente 10 mL de amostras de saliva foram coletadas, em tubos
Falcon estéreis, de voluntarios saudaveis (n=3) que nao relataram uso de PB, PHT,
CBZ, PRM e HD. As amostras foram armazenadas em refrigerador (2-4°C) por no
maximo 3 dias até a analise. A saliva pura foi entdo diluida em agua Milli-Q nas
diluicdes 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4 (v/v). Em eppendorf foram pesados 5 mg do M-CP e
adicionado 1 mL de saliva diluida e fortificada com os farmacos em concentracao de
3 mg L. Apés 1 min de agitagdo de cada tubo, o sobrenadante foi separado do
material (com auxilio de um ima), e coletado para analise cromatografica. Por fim,
para determinacdo da melhor diluicdo da saliva, foram analisados os resultados de
area de pico de cada farmaco.

O preparo de amostra para as analises se deu utilizando 2 mL de saliva em
eppendorf em contato com o M-CP e com padrdes dos farmacos em concentragao de
8 mg L'. A amostra ficou em agitagao vertical por 1 hora e em seguida o sobrenadante
foi descartado com auxilio de um ima. 1 mL de FM foi adicionado para a etapa de
eluicdo e a amostra foi agitada por 1 hora. O material foi separado utilizando o

magneto e o sobrenadante condicionado em vial para analise cromatografica.
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4.6 OTIMIZAGAO DA EXTRACAO DOS ANTICONVULSIVANTES EM SALIVA

Um delineamento rotativo composto central (Central composite rotatable
design: CCRD) com trés pontos centrais, totalizando experimentos para investigar o
efeito de trés variaveis independentes: pH (3,48 - 8,52), volume da amostra (0,66 -
2,34 mL) e massa de M-CP (4,95 - 15,05 mg) na extragdo simultanea dos quatro
anticonvulsivantes (PB, PHT, CBZ, PRM) da saliva (Tabela 7).

Tabela 7 — Fatores otimizados para extracao

Experimento (n) | pH | Volume (mL) | Massa (mg)
1 4.5 1,0 7,0
2 7,5 1,0 7,0
3 4.5 2,0 7,0
4 7,5 2,0 7,0
5 4.5 1,0 13,0
6 7,5 1,0 13,0
7 4.5 2,0 13,0
8 7,5 2,0 13,0
9 3,48 1,50 10,0
10 8,52 1,5 10,0
11 6,0 0,66 10,0
12 6,0 2,34 10,0
13 6,0 1,5 4,95
14 6,0 1,5 15,05
15 6,0 1,5 10,0
16 6,0 1,5 10,0
17 6,0 1,5 10,0

Fonte: Elaborado pelo Autor (2025).

Em relacao ao procedimento experimental do CCRD, inicialmente um pool de
10 mL de saliva foi diluido em agua ultrapura (1:3 v:v) e adicionado em baléo
volumétrico contendo 8 mg L' de cada AC. A varidvel resposta obtida foi a

recuperacao (%) de cada AC obtido pela Eq. (14):

Rc = 100 x 2Aree (14)

PAgtq
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onde Rc é a recuperacgao do anticonvulsivante (%), PArec € a area de pico recuperada
e PAstd € a area de pico do padrao anticonvulsivante.

Uma estratégia comum em problemas de otimizagdo de multiplas respostas é
0 uso de uma metodologia multicritério. Entre essas metodologias, a fungcédo de
desejabilidade proposta por Derringer e Suich em 1980 é uma das mais amplamente
utilizadas. A estratégia consiste em transformar as respostas em uma fungédo de
desejabilidade individual (di) e combinar as fun¢des de desejabilidade individuais em
uma fungdo de desejabilidade global (dg), que pode ser otimizada por técnicas
univariadas. Mais detalhes sobre o uso da fungdo de desejabilidade podem ser
encontrados em Nandi; Pardsad; Gupta (2015).

Os dados foram analisados usando o R Computational System para ajustar o
polinbmio de segunda ordem. As analises estatisticas foram realizadas com nivel de

significancia de 5%, ou seja, p < 0,05 (Core team, 2021).

4.7 ESTUDOS DE ADSORCAO

Para os estudos de cinética e isoterma de adsorcéao, o PB foi o farmaco utilizado

devido a sua maior solubilidade em agua dentre os demais analisados neste estudo.
4.7.1 Cinéica de adsorgao

Para a analise da cinética de adsorgao, 5 mg de M-CP e 1 mL de solugao de
PB (5 mg L' preparada em agua ultrapura (pH 5,78) foram adicionados em tubos
eppendorf agitados em agitador vertical a 1.000 rpm por 0,5, 1, 3, 5, 7, 10, 20, 30, 45,
60, 90, 120, 150 e 180 min (a temperatura ambiente). O M-CP foi separado com um
iméa e o PB restante no sobrenadante (concentragdo de equilibrio, Ce, em mg L") foi
analisado. A capacidade adsortiva ge (mg g™') para cada tempo foi calculada usando
a Eq. (15).

qe = [(Co = Ce)/m] xV (19)

em que Co e Ce (mg L) representam a concentracgao inicial e a concentragdo de
equilibrio de PB, m como a massa de M-CP (g) e V (L) o volume da solugéo. Os dados
foram ajustados aos modelos nao lineares de Pseudo-primeira ordem (PPO), Pseudo-
segunda ordem (PSO), Ordem fracionaria (Avrami), Elovich (quimissorgdo) e modelo
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de adsorgao por difusdo intraparticula (Tan, 2017).

4.7.2 Isoterma de adsorgao

Para as analises de isoterma, 1 mL de solucédo de PB nas concentracdes de 3,
4,5,7,10, 15, 20, 30, 50, 70, 100, 150 e 200 mg L' (preparada em agua ultrapura,
pH 5,78) foi adicionado individualmente a tubos eppendorf contendo 5 mg de M-CP.
Os tubos foram agitados por 1 h, o M-CP foi separado com um im& e o PB foi
analisado. O ge foi obtido de acordo com a Equacgao 15. Todos os experimentos foram
conduzidos em triplicata.

Os dados foram ajustados a modelos de isoterma nao linear. Os modelos de
isoterma de dois parametros avaliados foram os modelos Langmuir, Freundlich,
Dubinin-Raduschekevich, Temkin, Elovich, Harkins-Jura, Jovanovic. Os modelos de
isoterma de trés parametros foram os modelos Sips, Koble-Corrigan, Radke-
Prausnitz, Toth, Redlich-Peterson, Langmuir-Freudlich e Hill.

Os modelos de adsor¢do nao linear foram ajustados com a funcao nls
disponivel no R Computational System. As selegbes dos modelos cinéticos e
isotérmicos foram baseadas em de Carvalho (2024) na seguinte ordem: significancia
dos parametros, suposi¢coes basicas da regressado ndo linear e informagbes de
critérios. Para a avaliagao dos pressupostos, os residuos foram analisados quanto a
normalidade (teste de Shapiro-Wilk), independéncia (teste de Box-Pearce) e
homoscedasticidade da variancia (teste de Breusch-Pagan). Os critérios analisados
foram o critério de informacao de Akaike corrigido (AlCc), o critério de informacé&o de
Akaike (AIC) e o critério de informagao bayesiano (BIC).

4.8 VALIDACAO ANALITICA

A validacdo do método proposto para a determinacdo dos farmacos foi
realizada para fins de viabilidade e otimizagdo do método avaliando os parametros de
linearidade, precisdo e exatiddo. As curvas de calibracdo (n=3) foram construidas
usando um pool de saliva diluida (1:3 v:v:) e fortificada com PRM, PB, PHT, CBZ e HD.
As concentragdes variaram de 2, 5, 10, 15e 30 mg L' para PRM e PB, 1,2, 5, 10 e
20 mg L' para PHT e 1, 2, 5, 15 e 30 mg L' para CBZ. Ja a hidantoina foi mantida
em5mg L™

A linearidade foi avaliada por meio da construcdo de curvas de calibracio
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utilizando a area relativa do analito em funcédo da concentracio. As faixas de trabalho
foram selecionadas para abranger os niveis esperados de deteccao utilizados
rotineiramente. Os dados foram ajustados ao modelo linear e o coeficiente de
correlagédo (R?) foi considerado adequado quando igual ou superior a 0,99 (Anvisa,
2017). A precisao foi avaliada por pelo Desvio Padrédo Relativo (DPR%) como na
Equacao 16, das areas relativas de acordo com cada uma das concentracdes e a
exatidao, pelo erro relativo (ER%) calculado pela Equagdo 17 e seguindo o guia de
validacéo (Fda, 2001). Nas equacgdes estao presentes DP como desvio padrao, X a
média das observagdes, enquanto CC representa a concentracdo calculada pelas

respostas (area relativa) e CN a concentragdo nominal.
DP
DRP(%) = — x 100 (16)

CC—-CN
CN

ER(%) = x 100 (17)
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5 RESULTADOS

5.1 SINTESE

Inicialmente, a sintese se deu pela formag¢ao da magnetita (FesO4) formada pela
reacdo entre o ion Fe?* e Fe3+, em meio alcalino (Golmohammad et al., 2022). A
magnetita formada foi entdo revestida com TEOS, um organoalcoxissilano precursor
para sintese de silica coloidal. As ligagdes Si-O-Si sdo formadas por condensagao
quando utilizado um alcool capaz de homogeneizar o TEOS em agua, e um catalisador
acido ou basico para agir como catalisador da hidrolise (Almeida, 2008). Essas ligagdes
sdo capazes de eliminar alcool na reagéo entre TEOS (-SiOR) e um silanol (-SiOH)
bem como liberacdo de H20 quando a reagdo ocorre entre dois silandis (Almeida,
2008). Quando TEOS foi utilizado na sintese do material final, ocorreram reacdes de
hidrolise e condensagdo deste em solugdo aquosa de isopropanol, junto de
hidroxido de aménia. De acordo com a metodologia aplicada, esse fendbmeno resulta
em uma rede polimérica de silandis ligados a superficie da nanoparticula magnética,
melhorando a estrutura fisica das nanoparticulas de FezO4 por diminuicao da atragao
dipolar entre elas quando em meio liquido (Brinker; Scherer, 1990).

A etapa de funcionalizagdo com MPS foi favorecida pela presenca dos grupos
presentes na superficie do material apds etapas anteriores devido a facilidade de
ligacao a varios grupamentos quimicos. A utilizacdo do MPS na sintese se justifica por
estabelecer adesdo entre a fase com os silandis e o polimero, formando adesao
silanica (Si-O-Si) na superficie da nanoparticula magnética (Reis, 2006).

Ao final das etapas supracitadas, incluindo a lavagem por separagao magnética

do material, obteve-se uma massa final de aproximadamente 110 mg de

Fe304@TEOS@MPS. A (ltima etapa (polimerizagdo) envolveu o uso do material
previamente sintetizado com MPS como nucleo magnético do polimero. A sintese
resultou em aproximadamente 200 mg de M-CP com suas devidas propriedades
magneéticas, mesmo ao final de todas as etapas, como pode ser observado na
Fotografia 7 em que o material esta sendo atraido pelo ima na parede do tubo de
ensaio. E possivel analisar, pela Fotografia 8, que o material formado na primeira
etapa de sintese € mais escuro que os outros (cor preta). A segunda etapa, sendo a
magnetita revestida com TEOS, o material se tornou mais claro (bege como cor de

areia) e por fim, nas duas ultimas etapas os materiais formados apresentaram
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coloracéo terrosa. O material final sintetizado, apds analises, foi lavado com agua Milli-

Q e MeOH e reutilizado no maximo trés vezes, sem perda da capacidade adsortiva.

Fotografia 7 — Lavagem do M-CP

Fonte: Autor (2024).

Fotografia 8 — Materiais formados nas etapas de sintese

Fonte: Autor (2025).
Legenda: a) Fes0.,
b) FesO.@TEOS.

c) Fes0Os@TEOS@MPS.
d) M-CP.
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5.2 CARACTERIZACAO

5.2.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)

Os materiais foram analisados por essa técnica a fim de inferir sobre a sintese
da magnetita, os revestimentos feitos na particula magnética e a polimerizagéao
envolvida na sintese pela identificagdo dos grupos funcionais organicos presentes na
superficie dos materiais. A Figura 5 apresenta o espectro de infravermelho dos
materiais obtidos em cada uma das 4 etapas de sintese.

Inicialmente, a banda em 600-580 cm™ é atribuida as ligagdes Fe-O,
observadas apenas em materiais poliméricos magnéticos. Esta banda indica que a
primeira sintese (nanoparticulas de Fe20s3) foi bem-sucedida. Em 950, 800 e 478 cm-
', ela caracteriza as vibragbes de estiramento envolvendo silicio e oxigénio pelas
ligacbes Si-O-Si, Si-O-H e Si-O, respectivamente, e assim confirma o revestimento
eficiente das particulas de FesO4 com TEOS e MPS (Gupta, 2012; Andrade, 2009).

Em aproximadamente 1600 cm', é possivel observar bandas curtas devido as
vibragbes C-C e a banda entre 1250 - 1263 cm™ refere-se ao grupo C-O e
possivelmente a vibragao de estiramento C-O decorrente dos ésteres presentes no
EGDMA usado na sintese (Gupta 2012; Fayazi, 2015). Além disso, a banda em
aproximadamente 1720 cm™! presente em M-CP pode ser atribuida ao alongamento
C=0 no acido metacrilico completando uma polimerizacdo bem-sucedida. Por fim, a
banda em torno de 3400 cm' provém do estiramento O-H. (Fayazi, 2015; de Oliveira,
2013; Corazza, 2014).
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Figura 5 — Espectros FT-IR dos materiais sintetizados
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Fonte: Autor (2025).
5.2.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Por meio dessa técnica, é possivel visualizar a morfologia do material explorado
com um feixe de elétrons. As imagens fornecidas pelo MEV tém uma aparéncia
tridimensional virtual, resultante da grande profundidade de campo e foco (Faraiji;
Yamin; Rezaee, 2010; Dedavid, 2007). Aspectos morfoldgicos e estruturais de todos
os materiais (nanoparticulas de F304, F304@TEOS, Fs04@TEOS@MPS e M-CP) sédo
apresentados na Figura 6.
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Figura 6 — Imagens de MEV dos materiais sintetizados
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Fonte: Autor (2025).
Legenda:

a) FesOa.

b) FesOs@TEOS.

c) FesOs@TEOS@MPS.

d) M-CP.

e) EDS em 2D do M-CP em (e) MEV, (f) Fe K.

A analise das nanoparticulas de FesOs (Figura 6a) mostrou que elas tém
tamanhos individuais menores que 15,4 nm, mas apresentam tendéncia a formar
aglomerados maiores que 1 um. Também mostraram que os aglomerados de

nanoparticulas magnéticas estavam distribuidos pela amostra.
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As imagens na Figura 7 mostraram que os aglomerados de nanoparticulas
magnéticas eram semelhantes a trabalhos ja publicados (Bayramoglu, 2008; Kubkova,
2014; Nunes, 2006). As imagens de MEV também demonstraram o tamanho
homogéneo das particulas de FesO4s@TEOS (Figura 6b). O histograma da imagem de
MEV (Figura 8f) indicou um didmetro de particula de 440 + 100 nm. A distribui¢cdo
homogénea das nanoparticulas de magnetita sugeriu que as particulas estavam
devidamente dispersas no material, sem concentragdo excessiva em areas
especificas. As figuras da analise de EDS do FesO4s@TEOS (Figura 9) revelou a
presenga de oxigénio (O) e ferro (Fe) provenientes das nanoparticulas de magnetita
(manchas verdes e turquesa, respectivamente).

As imagens em 2D foram geradas analisando a energia liberada pelo Fe Ka
(constituintes do material de magnetita) (Figura 9b), bem como as emissdes de O Ka
(Figura 9c), indicando a distribuicao uniforme desses elementos na area demarcada
na micrografia. As imagens MEV nao conseguem distinguir o tamanho das particulas
de magnetita devido a proximidade, mas a analise do espectro EDS confirma a
presenca de oOxido de ferro em FesO4s@TEOS. O espectro EDS de
FesO4@TEOS@MPS exibe composi¢cdes semelhantes, com emissdes de atomos de
O eFe.

Figura 7 — Imagens de MEV das nanoparticulas de
FesO4 em diferentes ampliagdes

Fonte: Autor (2025).



Figura 8 — Imagens de MEV das nanoparticulas de

FesO4s@TEOS em diferentes ampliagbes

Counts (%)

Fonte: Autor (2025).

Figura 9 — Imagens de MEV e mapeamento EDS em 2D dos

elementos silicone-substrato (azul), ferro (magenta) e
oxigénio (verde) em F304@TEOS.

Fonte: Autor (2025).

Legenda:
a)
b)
c)
d)
e)
f)

Imagem MEV.

Fe K Ka.

O Laf.

Imagem “a” colorida.
C Ka

Si Ka.
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As imagens MEV demonstraram o tamanho de particula homogéneo de
FesO4s@TEOS@MPS (Figura 6¢ e 10). O histograma indicou um didmetro de particula
de 550 £ 145 nm. A incorporagdo de MPS no processo de sintese teve um impacto
significativo no tamanho médio da particula de FesO4@TEOS@MPS com aumento de
21% no tamanho dessas particulas em comparagdo com o das particulas de
FesO4@TEOS. As amostras de M-CP (Figuras 6d e 11), indicaram que a
polimerizacao alterou o tamanho das particulas e agregados. Um aumento de 29% no
tamanho dessas particulas foi observado em comparacdo com o das particulas
sintetizadas na etapa anterior.

TEOS

Figura 10 — Imagens de MEV do F304@ MPS, em diferentes ampliagdes

Counts (%)

e

rticte Size (i)

Fonte: Autor (2025).
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Figura 11 — Imagens de MEV do M-CP, em diferentes ampliacées

[l 777 £135nm

Fonte: Autor (2025).

5.2.3 Potencial zeta

Como pode ser visto no Quadro 1, o ponto isoelétrico foi estimado em
aproximadamente 4,5; 2,5; 2,3; e 3 para as nanoparticulas de Fe3Oas,
FesO4@TEOS@, FesO4s@TEOS@MPS e M-CP respectivamente. Em pH maior que o
ponto isoelétrico, todos os materiais apresentaram potencial zeta negativo.

Analisando os valores de potencial zeta, € possivel observar que a magnetita
teve variacdo de carga entre 3 e -30 mV. Observando a linha verde, é possivel
correlacionar que a adsorcao de farmacos por M-CP podera ser mais bem sucedida
na faixa de pH de 5 a 8, devido a maior estabilidade das dispersdes de nanoparticulas
em valores de potencial zeta maiores que +30 mV (Dutta, 2016). E possivel concluir
através do Quadro, que uma melhor adsor¢ao dos farmacos provavelmente ocorrera
em pH acima de pl e abaixo do pKa dos analitos por serem compostos mais neutros
e levemente basicos e serdo ionizados nessa condigao.



67

Esta ionizagdo favorece a interagcdo eletrostatica entre as moléculas na
superficie e o alvo do M-CP. Além disso, a adsor¢cao em pH mais neutro seria mais

apropriada devido a variabilidade acida e basica entre os farmacos analisados.

Quadro 1 — Variagao da carga superficial de acordo com o pH para
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Fonte: Autor (2025).

5.2.4 Analises térmicas

As anadlises termogravimétricas sdo apresentadas na Figura 12. As
nanoparticulas de Fe3O4 sdo um material inorganico com estabilidade térmica muito
alta, e uma perda de apenas 2,2% de massa foi notada até 600 °C, provavelmente
devido a uma pequena perda de 6xido ou solventes da amostra. FesO4@TEOS e
FesO4s@TEOS@MPS perderam 8 e 5% de massa até aproximadamente 133 e 100
°C, respectivamente, devido a volatilizacdo de residuos da sintese (isopropanol e
agua). O M-CP perdeu 4,3% de sua massa até 60 °C devido aos residuos de solvente,
e 48% entre 300 °C e 465 °C, provavelmente atribuido a sua fragdo polimérica. Os
52% restantes de massa podem ser atribuidos a estabilidade do TEOS e da magnetita

presentes no material.
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Figura 12 — Comportamento térmico das amostras
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Fonte: Autor (2025)

Nota: linha preta referente a avaliagao por DSC e vermelha por TG.

5.3 OTIMIZACAO DA EXTRAGCAO DE ACS NA SALIVA

Com os dados do planejamento e da desejabilidade global (Tabela 8),
ajustaram-se os modelos de regressdo multipla. Inicialmente ajustou-se o modelo
geral, o qual contém todos os termos de primeiro e segundo grau e todas as interagdes
entre as variaveis do estudo para os quatro farmacos e a desejabilidade (d) de cada
um.

A analise de variancia do modelo geral € apresentada na Tabela 9 em que se
pode observar que apenas os componentes de primeiro grau do modelo associadas
as variaveis volume de amostra (mL) e massa de M-CP (mg) e a de segundo grau
associada ao pH foram significativas. Por isso o0 modelo foi recalculado sem os termos

ndo significativos, sendo a analise de variancia apresentada na Tabela 10.



Tabela 8 — Planejamento experimental e dados de desejabilidade individual

e global para o estudo dos farmacos em M-CP

pH volume massa dcbz dpht dpb dprm dglobal
4,5 1,00 7,00 049 051 0,18 0,15 0,29
7,5 1,00 7,00 0,33 0,37 0,28 0,15 0,27
4,5 2,00 7,00 096 0,97 0,70 0,28 0,65
7,5 2,00 7,00 089 0,85 0,33 0,27 0,51
4,5 1,00 13,00 029 0,35 047 0,49 0,39
7,5 1,00 13,00 0,31 0,30 0,39 0,57 0,38
4,5 2,00 13,00 1,00 1,00 1,00 0,86 0,96
7,5 2,00 13,00 084 085 0,71 0,68 0,77
3,48 1,5 10,00 0,31 0,39 0,31 0,01 0,13
8,52 1,5 10,00 035 043 0,23 0,01 0,13
6,00 0,66 10,00 0,00 0,00 042 0,24 0,00
6,00 2,34 10,00 0,91 0,77 0,72 0,57 0,73
6,00 1,5 4,95 046 042 0,30 0,00 0,00
6,00 1,5 15,05 063 052 0,66 1,00 0,68
6,00 1,5 10,00 060 051 0,56 0,6 0,57
6,00 1,5 10,00 062 0,60 0,59 0,62 0,61
6,00 1,5 10,00 048 041 0,46 0,62 0,48
Fonte: Elaborada pelo Autor (2025).

Tabela 9 — Analise de variancia do modelo geral para adsor¢gdo em M-CP
Fonte gl SQ MQ F Valor-p
modelo 0,981 0,275 2,776  0,0960
0,010 0,010 2,529  0,2527
0,576 0,576 150,012 0,0066™
0,271 0,271 70,728 0,0138
0,094 0,094 24,405 0,0386

9

1

1

1

1
x22 1 9x10°  9x10° 0,024 0,8918
x32 1 0,003 0,003 0,793  0,4673
X1:X2 1 0,012 0,012 3,047  0,2230
1
1
7
5
2

X1
X2
X3
x12

X1:x3 3,2x10°  3,2x10° 0,082 0,8010

X2:X3 0,015 0,015 3,980 0,1842
Residuos 0,275 0,039

Falta de ajuste 0,267 0,053 13,922 0,0684
Erro puro 0,008 0,004

Fonte: Elaborada pelo Autor (2025).

Legenda: " Significativo a 5%, ~ Significativo a 1%., x1: pH, x2: volume de amostra
(mL), x3: massa de M-CP (mg), Fonte: Fonte de variagéo; gl.: Graus de
liberdade, SQ: soma de quadrados, MQ: quadrado médio, F: Estatistica

F calculada.
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Tabela 10 — Analise de varidncia do modelo 6timo dos farmacos em M-CP
Fonte gl SQ MQ F Valor-p

modelo 4 0,951 0,238 9,342 0,0011"
X1 1 0,010 0,010 2,529 0,2527
X2 1 0,576 0,576 150,012 0,0066™
X3 1 0,271 0,271 70,728 0,0138"
X1? 1 0,094 0,094 24,405 0,0386"
Residuos 12 0,305 0,025

Falta de ajuste 10 0,298 0,030 7,754 0,1196
Erro puro 2 0,008 0,004

Fonte: Autor (2025).

Legenda: = Significativo a 5%, ~ Significativo a 1%, x1: pH; x2: volume de
amostra (mL), x3: massa de M-CP (mg), Fonte: Fonte de variagao,
gl.: Graus de liberdade, SQ: soma de quadrados, MQ: quadrado
médio, F: Estatistica F calculada.

A variavel associada ao pH foi n&o significativa, ou seja, € um modelo que n&o
€ estatisticamente significativo, ou seja, nao indicou que os resultados ndo ocorreram
por acaso, mas a variavel foi mantida no modelo para corregéo de falta de ajuste. O
valor obtido para a estatistica F (9,342) do modelo foi maior que o F tabelado (3,259),
indicando significancia. Assim, o modelo apresentado na Tabela 10 e sumarizado na
equacao (14) é adequado para descrigao dos dados e pode ser usado para analise dos

efeitos das variaveis na adsorcao de CBZ, PHT, PB e PRM.

DG = 0,512 - 0,027 x1 + 0,203 x2 + 0,141 x3 — 0,08479x2 (14)

Em que DG é a desejabilidade global, x1, X2 € x3 s&o respectivamente as
variaveis independentes codificadas pH, volume de amostra de e massa de M-CP. O
modelo apresentou um R? = 0,7569, o que indica que é capaz de explicar 75,69% da
variabilidade dos dados desejabilidade global.

No Quadro 2 é apresentada a dispersao dos valores da desejabilidade predita
pelo modelo e os valores experimentais obtidos sendo possivel observar que ha uma
boa concordancia entre os valores da desejabilidade predita pelo modelo e os valores
experimentais obtidos, o que mostra a adequabilidade do ajuste do modelo aos dados.

Posteriormente foi feita a analise grafica dos residuos do modelo (Quadro 3).



Quadro 3 — Andlise grafica dos residuos do modelo

Quantis Normais experimentais
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Quadro 2 — Desejabilidade global predita pelo
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Desejabilidade global predita
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Fonte: Autor (2025).
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Ao que se pode observar do Quadro 3 (a) os residuos parecem seguir uma

distribuicdo normal, visto que a maioria dos pontos parece pertencer a reta. No

Quadro 3 (b) nota-se que os residuos se distribuem aleatoriamente de acordo com

os valores preditos, 0 que sugere a auséncia de autocorrelagédo. Por ultimo, no

Quadro 3 (c) nota-se que a raiz quadrada dos residuos também se distribuem

aleatoriamente de acordo com os valores preditos,

homoscedasticidade dos mesmos.

O que sugere a

Diante disso, ndo ha evidéncias de violagdes nas pressuposicdes da

regressédo pelo modelo. Foram entdo obtidas as superficies de resposta e as

curvas de contorno (Quadro 4) a seguir:



Quadro 4 — Superficies de resposta e curvas de contorno do modelo étimo
de adsorg¢ao dos farmacos em M-CP

Volume (mL)
o

apepiigefesed

Massa (mg)
10 12

8
feseq
o

6
opepiiae

Massa (mg)
8 10 12

6

1.0 15 20
Volume (mL)

Fonte: Autor (2025).
Legenda:

a) e b)pH e volume de amostra.
c) e d) pH e massa de nanoparticulas.
e) e f) Volume de amostra e amssa de nanoparticulas.

A desejabilidade global, e consequentemente a adsorgao conjunta dos
farmacos, aumenta conforme o aumento da massa de M-CP e o volume de

amostra e parece atingir seu maximo em valores de pH proximos a 6.
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A partir do modelo (1) e do Quadro 4, obtiveram-se as condi¢des 6timas
que maximizam o valor da desejabilidade global, sendo pH 5,87, massa de 12,8

mg e volume de amostra de 2,18 mL.

5.4 ESTUDOS DE ADSORCAO

5.4.1 Cinética de adsorgao

Com os dados de area de pico e a curva de calibragao obtida, ajustaram-se os
modelos de cinética de pseudo-primeira e pseudo-segunda ordens, Elovich e Avrami.
As informagdes dos modelos ajustados, estimativas dos parametros, desvio padrao e

os valores-p associados sao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Expressbes, estimativas, desvio padréao e significancia dos

parametros dos modelos de cinética de adsor¢cao de fenobarbital

em M-CP

Modelo Expressao Parametro Estimativa | D.p. Valor-p
PPO 4, = g (1 —exp(k, 1)) ge1 (Mg g™') 0,83 0,04  <0,0001™
ke (min") 0,10 0,02 0,0001™
PSO N7 ge2 (Mg g7') 0,91 0,03  <0,0001™
" legokt ks(@g mg™. min") 0,15 0,03  0,0001™
Elovich q- In(l+apr) a (mg g'. min) 0,43 0,05  <0,0001™
p B (mgg’) 6,58 0,20  <0,0001™
ge(mg g™ 1,03 0,03  <0,0001™
Avrami ¢ =q (I-exp(k,, ")) kav(min™) 0,24 0,01 <0,0001™
NAv 0,44 0,02  <0,0001™

Fonte: Elaborado pelo Autor (2025).
Legenda: ~ significativo a 1%, ™ significativo a 0,1%, D.p.: Desvio padrdo; PPO: Pseudo-

primeira ordem, PSO: Pseudo-segunda ordem.

Ao que se pode observar da Tabela 11, todos os parametros dos modelos de
cinética foram significativos (p < 0,05). Os modelos apresentaram coeficientes de
determinagao multipla ajustado (Rs?) elevados: PPO (Rg? = 92,61%), PSO (R4 =
96,76%), Elovich (Ra? = 99,42%) e Avrami (Ra? = 99,79%), sugerindo boa qualidade
de ajuste.
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Posteriormente foram avaliadas as pressuposi¢cées da regressao nao linear

(analise de residuos), e os resultados sdo apresentados na Tabela 12 a seguir.

Tabela 12 — Valor-p obtido para os testes da analise dos residuos dos modelos
de cinética de adsorcao de fenobarbital em M-CP

Modelo Teste de Teste de Box- | Teste de Breusch-
Shapiro-Wilk Pearse Pagan
PPO 0,5215 0,0049™ 0,6347
PSO 0,7254 0,0126" 0,3090
Elovich 0,5892 0,3427 0,0507
Avrami 0,1148 0,5527 0,1545

Fonte: Elaborado pelo Autor (2025).
Legenda: PPO: Pseudo-primeira ordem, PSO: Pseudo-segunda ordem.

E possivel observar que os modelos de cinética de pseudo-primeira e pseudo-
segunda ordens apresentaram violagbes nas pressuposi¢coes (residuos néao
independentes), sendo excluidos da analise. Posteriormente, obtiveram-se os critérios
de informacé&o AlCc, AIC e BIC (Tabela 13):

Tabela 13 — Critérios de selecdo dos modelos de cinética
de adsorgao de fenobarbital em M-CP
Modelos | AlCc AIC BIC
Avrami -78,47 -82,47 -79,64
Elovich -65,74 -67,92 -65,79

Fonte: Autor.

Legenda: AlCc: Critério de informacao de Akaike
corrigido, BIC: Critério de informacéao
Bayesiano, AIC: Critério de informagéo de
Akaike.

Para a diferenciacdo entre os modelos por meio dos critérios de selecgao, a
diferenga entre os valores desses critérios deve ser maior ou igual a dois. Diante disso,
os resultados apresentados na Tabela 13 evidenciam que o modelo de Avrami foi o
melhor ajustado aos dados de adsorgédo de fenobarbital em M-CP, uma vez que ele
apresentou os menores valores de todos os critérios de informacao.

De acordo com o modelo de Avrami, a capacidade maxima de adsorgcao na
concentragdo do farmaco estudado é de 1,03 mg por grama de M-CP (intervalo de
confianca de 95%, 1C95%: 0,96 - 1,10 mg g') na concentragéo avaliada (5,00 mg L™").
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Ainda, os resultados de coeficiente de determinacdo ajustado (Rs2) dos
modelos demonstraram que o maior valor foi de 99,79% do modelo de Avrami.

As curvas de cinética de adsorcao de fenobarbital em M-CP sao apresentadas
no Quadro 5 em que pode ser observado que em 60 minutos a adsor¢ao diminui,
tendendo ao equilibrio e 0 aumento adicional no tempo de contato do material com

nao surge efeito significativo na quantidade de adsorgao.

Quadro 5 — Modelos de cinética de adsor¢cédo de
fenobarbital em M-CP

e ]
o
2
—_—
T 9|
o o
o
E <
— O
o 4 & Exp
N | oW - Pseudo—primeira ordem
o "- Pseudo-segunda ordem
{ -—- Elovich
S ——  Avrami
< T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180

t (min)
Fonte: Autor (2025).

A possibilidade de que a resisténcia de difusao intraparticula possa afetar o
processo de adsorcao foi avaliada pelo modelo de difusdo intraparticula de Weber-
Morris (Tabela 14).

Tabela 14 — Informacdes dos modelos de difusédo intraprarticula de Weber-Morris

no estudo de cinética de adsorcao de fenobarbital em M-CP

Modelo | Parametro |[Estimativa| D.p. |Valorp | R2
C1(mgg) 0,0427 0,0219  0,1085 0,9737
1
kid1 (mg gl min05) 01530 00112  <0,0001"
C2 (mg g 0,3105 0,0238 0,0010°  0,9878
2
ka2 (mg g min08) 00646 0,0041 0,0006™
C3(mgg™) 0,6147 0,0223 <0,0001  0,9795
3
kd3 (mgg! min05) 00244 00020 0,0013"

Fonte: Elaborado pelo Autor.
Legenda: " Significativo a 0,1%, ~Significativo a 1%, D.p.: Desvio padro.
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Pode-se observar na Tabela 14 que os modelos 1, 2 e 3 foram
estatisticamente significativos, ou seja, houve baixa probabilidade de ocorréncia dos
resultados terem ocorrido ao acaso, uma vez que os parametros kid1, kid2 e kid3, taxas
de difusdo intraparticula, foram significativos (p < 0,05). Sendo o coeficiente de

correlagao linear p = VR? observa-se também que os modelos apresentaram alta

correlagéo aos dados (p1 =0,9867, p2 = 0,9939 e p2 = 0,9897 respectivamente).

Estes resultados sugerem que a etapa determinante da velocidade do processo
de adsorcao é determinada pela difusao intraparticula das moléculas de fenobarbital

pelos poros do M-CP.

A etapa inicial se apresentou com taxa de Kid1 = 0,15 mg g' min?®5 e

diminuindo gradativamente nos modelos 2 e 3. Na primeira difusdo a adsorgéo ocorre
rapidamente devido a elevada concentracdo do analito em solugdo enquanto na
segunda ha dificuldade de chegada do adsorvato nos sitios ativos de ligagao,
retardando a saturacdo do material. Essa segunda difusdo € considerada limitante
pois esta determina o alcance do equilibrio. Por fim, a terceira esta relacionada a
concentracao baixa do fenobarbital e a difusao pelos poros menores do M- CP até que
o equilibrio seja estabelecido (Wu; Tseng; Juang, 2009).

No Quadro 6 sdo apresentados os modelos de Weber-Morris para os dados de

cinética de adsorcao de PB em M-CP.

Quadro 6 — Modelos de difusdo intraparticula de Weber-Morris para a
cinética de adsorgao de fenobarbital em M-CP

Q
— .- .
Y IS
ol e o
o ’,"'
—~ -
o e’
oo L
o
E «|
5 o
N & bExp
o — gt = 0,15t
= = qt=0,064t+0,31
= - qt=0,02-t+0,61
o

0 2 4 6.8 10 12

Fonte: Autor (2025).
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A partir dos dados obtidos, ajustou-se os principais modelos de isoterma de

adsorcéo de dois e trés parametros (Tabela 15).

Tabela 15 - Estimativa, desvio padréo e significancia das isotermas de dois e trés

parametros para adsorcao de fenobarbital em M-CP

Modelo Expressao Parametros | Estimativa D.P Valor-p

] _ 4 _ dosbe. Qrmax 16.89 239  <0.0001"
angmuir " 1+ be, b 0.01 2.5x10°3  0.0021"
. . nr 0.35 0.09 0.0037"
Freundlich 9. =kpc, ke 1.41 0.12  <0.0001™
Dubinin- 4. = (q.)exp(—k, &) gs 7.65 063  <0.0001"
Radushkevich  e=RTIn(1+1/c,) Kad 51x105 1.3 x105  0.0040™
RT br 129240 19243  0.0001"

i =" In(4

Temkin 9 =7, () Ar 0.39 012  0.0101
. (e qm 62.1 11.74  0.0005
Elovich 9. =k p[q,,,j Ke 0.03 3.6 x10°  <0.0001™
HarkineJur _[ A j Any 5.06 1.32 0.0014~
arkins-Jura 4. = 3 log(c,) Bhy 2.34 009  <0.0001™
. . (1 Qmax 10.96 1.08  <0.0001"
Jovanovic o= (1277) Ky 0.02 2.7x103  0.0002™
q J s (max 12.37 2.27 <0.001***

Sips 4, =" Ks 0.01 3.1x10%  0.0359*
tac, bes 0.81 0.12 0.0002***

] Ax 0.09 0.05 0.0952

] A

cople g = he K 1,24 0.19  0.0002***
9 + B, Bk 0,01 3x103  0.0359*

] K o qQRPI 14055  5113.67  0.7904
nadke =TT K 1x10%  3.9x10%  0.7958
+ B Ce MRPII 1.91 0.76 0.0358

e Qmax 10.11 190  0.0007**

Toth q. = rtoey T kr 0.01 2x10°  0.0001***
rCe nT 2.28 1.24 0.1037
. K te Krp 0.15 0.02  <0.0001***
nge"r‘:; ) 6= are 1x104  3.9x104  0.7958
gl gRP 1.91 0.76 0.0358*

- K oy Qmax 12.37 2.27 0.0006**
zandrur =% Kir 0.02  6.7x103  0.0181*
+(KpeC,) ML 1.24 019  0.0002***

oo Qmax 12.37 227  0.0006***

Hill g =—rmte nH 1.24 019  0.0002***
K, te, Kn 129.90 5157  0.0359*

Fonte: Elaborado pelo Autor (2025).
Legenda: "Significativo a 5%, ™ Significativo a 1%, ™ Significativo a 0.1%, D.P. Desvio Padrao.
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Ao que se pode observar da Tabela 15, as isotermas de Koble-Corrigan, Radke-
Prausnitz, Toth e Redlich-Peterson apresentaram parametros com estimativas nao
significativas ao nivel de 5%, sendo assim, ndo sendo adequados para modelagem
dos dados. Por isso, prosseguiu-se entdo para a analise das pressuposi¢des (Tabela
16) dos modelos remanescentes.

Tabela 16 — Valor-p obtido para os testes da analise das pressuposi¢coes das
isotermas de adsorcao de fenobarbital em M-CP.

Teste de Teste de Teste de Breusch-
Modelos Shapiro- Box- Pearse Pagan
Wilk

Langmuir 0,9971 0,2032 0,4222
Freundlich 0,5659 0,8088 0,1437
Dubinin-Radushkevich 00,0462 0,2097 0,0751
Sips 0,1810 0,0919 0,0696
Hill 0,1810 0,0919 0,0696
Toth 0,1818 0,1345 0,0847
Langmuir-Freundlich 0,1810 0,0919 0,0696
Temkin 0,3246 0,1293 0,5470
Harkins-Jura 0,0500 0,1113 0,7059
Jovanovic 0,9918 0,1690 0,3587
Elovich 0,0262° 0,0962 0,7118

Fonte: Elaborado pelo Autor (2025).

Ao que se pode observar na Tabela 16, os modelos de Dubini-
Radushkevich, e Elovich apresentaram residuos n&o normais, sendo assim, estes
foram desconsiderados da analise. Na etapa seguinte obtiveram-se os critérios de

informagao dos modelos (Tabela 17).
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Tabela 17 — Critérios de informacéao para selegao dos

modelos.

Modelos AlCc AIC BIC
Jovanovic 18,20 14,77 15,97
Langmuir 19,44 16,01 17,21
Hill 22,43 15,76 17,35
Sips 22,43 15,76 17,35
Langmuir-Freundlich 22,43 15,76 17,35
Freundlich 26,71 23,28 24,48
Harkins-Jura 42,21 38,78 39,98
Temkin 43,92 40,49 41,69

Fonte: Elaborado pelo Autor (2025).

Legenda: AlCc: Critério de informagéo de Akaike corrigido, AIC:
Critério de informagéo de Akaike, BIC: Critério de
informagéo Bayesiano.

Para a diferenciacdo entre os modelos por meio dos critérios de selegao, a
diferencga entre os valores desses critérios deve ser maior ou igual a dois. Diante disso,
nao se pode diferenciar os modelos com base nos valores de AIC e BIC, entretanto,
ao se avaliar o AICc, os modelos de Langmuir e Jovanovic apresentaram os menores
valores com uma diferenca maior que 2 em relacdo aos demais.

O fato de ambos os modelos se ajustarem bem aos dados € coerente, uma vez
que a o modelo proposto por (Jovanovic, 1969) possui premissas bastante
semelhantes ao de Langmuir. Para a selegao entre os dois modelos, obtiveram-se
algumas métricas de avaliagdo da intensidade dos residuos (Tabela 18).

Os valores apresentados na Tabela 18 mostram que o modelo de Jovanovic
apresentou os menores valores de todas as métricas bem como maiores valores de
Log-verossimilhanca, R? e RZjust, sendo assim selecionado para modelagem dos
dados de adsorcao de fenobarbital em M-CP.

De grande importancia para o desenvolvimento de matrizes adsorventes, o
parametro capacidade maxima de adsor¢cdo (gemax) deve ser avaliado com mais
detalhes. Na Tabela 19 sédo apresentadas algumas informagdes das estimativas e da

variagdo associadas ao gemax dos modelos de Jovanovic e Langmuir.
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Tabela 18 — Métricas de avaliagao da intensidade dos residuos dos modelos de
Langmuir e Jovanovic para a adsorgao de fenobarbital em M-CP.

Expressao Nome | Langmuir | Jovanovic
n 2 Soma de 1,60 1,43
Z(qei.calc _qezlexp) quadradO dOS
= residuos (SSE)
100 & | €10 — €50 Erro fracionario 11,08 10,17
n—p&< 90 hibrido
100 & [4€10p ~ 9€5a Erro medio 22,09 21,68

relativo (ARE)

n o qei.exp
4 Soma de erros 3,32 3,16
;‘qemp 96 carc absolutos
L _ 2 Desvio  padréo 37,85 36,44
qei.exp qei.calc
100, |— Z{ . } percentual  de
Pl e Marquardt
. , Desvio padrao 0,46 0,44
2.1(9€,000 = G€,c0) ~ ARE] do erro relativo
n—1
_ ? Estatistica de 1,00 0,92
N GEcate — 9Ciex ’ ’
Z( ' ) Qui-quadrado
i=1 qei.exp
~ n ) Log- '5,01 -4139
Lge.0) _l;lf (46109:6) verossimilhanga
s (qe,-.exp e, )2 3 (Gl — G )2 Coefici_ente~ de 0,9824 0,9842
- — determinacao
zi:l(qei.exp _qeexp) ml]|tlp|a (RZ)
o n,-1 Coeficiente de  0,9780 0,9803
1-(1-R*)| —2—— S
n,—p-1 determinagao

ajustado (R?ajust)

Fonte: Elaborado pelo autor, baseada em Foo e Hameed, (2010).

Legenda: geiexp: Cada observagao experimental ge, ge;cac: valor tedrico de ge predito pelo modelo, n:
numero de observagdes (nimero de concentragdes), p: numero de parametros, 6: vetor de
parametros do modelo.

Tabela 19 — Informacgdes sobre o parametro gemax dos modelos selecionados.

Modelo |gemax (mg g| Desvio IC 95% Amplitude | DPR (%)
D) padrao 2.5% | 97.5% intervalar
Langmuir 16,90 2,39 12,92 24,53 11,61 14,15
Jovanovic 10,96 2,5x1073 9,08 14,31 5,23 9,82

Fonte: Elaborado pelo Autor (2025).
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Ao que se pode observar da Tabela 19, as estimativas do gemax do modelo de
Jovanovic apresentou estimativas com maior precisdo e menor amplitude intervalar
quando comparadas ao modelo de Langmuir. Além disso, a estimativa de gemax de
Jovanovic, gemax = 10,96 mg g' , é mais coerente com os dados de ge obtidos
experimentalmente, cujo maior valor obtido foi ge = 8,74 mg g-'. Portanto, este modelo
prevé a adsor¢cdo em monocamada e em superficie homogénea em termos de
energia, sendo a dessor¢ao dependente da quantidade de material presente.

No Quadro 7 (A) e (B) sao apresentados os Quadros das isotermas de dois
parametros e enfatizam a qualidade geral dos modelos ajustados, destacando-se as
isotermas de Langmuir e Jovanovic, sendo a de Langmuir também utilizada para
avaliar o grau de desenvolvimento do processo de adsorgdo, com base nos valores

do fator de separacédo R. (Quadro 8).

Quadro 7 - Modelos de isotermas de adsorgao de fenobarbital

em M-CP.
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Fonte: Autor (2025).
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Quadro 8 - Fator de separagao para a adsorcao de
fenobarbital em M-CP.

Q
- | %

ha
o [ ]

0.6

Fator de separagdo R,
04

0.2

0.0

T T T T

T T
0 20 40 60 80 100
Concentrac¢ao de fenobarbital (mg L")
Fonte: Autor (2025).

Os valores obtidos de RL do Quadro 8 foram calculados utilizando os
resultados de gmax € KL (constante relacionada com a energia livre de adsorg&o) sendo
que 0 <Rc.< 1 representativo de que a adsorc¢ao prefere a fase sdlida a liquida, e R.>1
a fase liquida a sdlida. Os resultados se apresentaram na faixa de 0,46 a 0,99,
indicando que a adsorgdo ocorre de modo favoravel em toda faixa de concentragdo
analisada, o que sugere que o fenobarbital tem maior afinidade pelas nanoparticulas
de M-CP do que pela agua.

5.5 DILUICAO DA SALIVA

Previamente as analises de extracao e eluicio, foi feita a analise da diluicdo da
saliva. As condi¢des de analise (n=3) envolveram o ajuste do pH da saliva para 6 e
concentragdo dos farmacos em 3mg L' e utilizados 5mg de M-CP. O Quadro 9
mostrou que a diluicdo saliva:agua Milli-Q (1:3 v:v) foi a que apresentou melhor valor

de area de pico, sendo antao escolhida como condigao.
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Quadro 9 — Areas de pico obtidas para os farmacos em diferentes diluicdes da
amostra de saliva em agua MiliQ.

160000
140000
120000 B
100000 _ =
80000
60000 F
40000 M
20000 I I I
,  AmEnk : . :
PRM PB PHT CBZ HD
MW Salivapura ®01:01 ®01:02 m01:03 m01:04

Fonte: Autor (2025).
5.6 VALIDACAO DO METODO

As analises cromatograficas se deram em amostra biolégica (saliva)
envolvendo os processos de extracao e eluigdo. Os cromatogramas foram obtidos nas
mesmas condigdes (FIGURA 13A, 13B, 13C). As andlises de validagao foram
realizadas bem como as curvas de calibragao plotadas no Quadro 10.

Na Figura 13A o unico pico representado € o referente a HD (amostra zero) em
concentragédo de 5 mg L' mantida nas analises. As Figuras 13B e 13C representam
os cromatogramas em concentragdes de 1 e 20 mg L' para os quatro analitos.
Verificou- se que além do pico de injecdo, as amostras de saliva apresentaram
interferentes de baixa intensidade em até 3 minutos da corrida cromatografica.
Verificou-se que as condi¢gdes cromatograficas foram bem sucedidas em termos de

deteccao e separacao dos anticonvulsivantes.



Figura 13 — Cromatogramas das analises por HPLC.
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Fonte:Autor (2025).

Legenda:
a) amostra zero.
b) amostraem 1 mg L.
c) amostra em 20 mg L.
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Quadro 10 — Curvas de calibragao dos farmacos.
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y =0,0306x-0,0039 - B

y = 0,1238x 40,0563 =
R? = 0,9994
20 25 30 35

R? = 0,9959

20 25 30 35

Fonte: Autor (2025).
Legenda:
a) PRM.
b) PB.
c) PHT.
d) CBZ.

Para os parametros da validagéo LD, LQ, DPR e ER (Tabela 20), as areas dos

picos cromatograficos foram corrigidas pelo Pl, obtendo-se a area relativa de cada

farmaco detectado através da divisdo da area do pico cromatografico do AC pela area

do pico da HD.

Tabela 20 — Parametros de validagcdo para o experimento de extracdo e eluicao

dos farmacos.

Parametros |  PRM | PB | PHT | CBZ
Linearidade (n=5) 0,9997 0,9959 0,9991 0,9994
LD (mg L") (n=3) 0,48 1,30 0,52 0,62
LQ (mg L") (n=3) 2,00 2,00 1,00 1,00
10,512 10,292 3,06¢ 4,424
DPR (%) (n=3) 10,61° 9,17° 3,20¢ 5,39b
14,14¢ 15,59¢ 1,351 3,64¢
-13,372 13,212 10,86¢ 14,814
ER (%) (n=3) 0,33 -9,71° 1,83¢ 3,340
0,45° -0,78¢ -0,54f 0,62¢

Fonte: Autor.

Legenda: LD: limite de detecgéo, LQ: limite de quantificagdo, DPR: desvio padrao relativo, ER:

erro relativo, @: concentragéo de 2mg L, b. concentracdo de 15mg L, ©: concentragdo de
30mg L'; 9: concentragéo de 1mg L*; &: concentragdo de 10mg L-'; f: concentragéo de

20mg L.
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O método desenvolvido foi linear (R? = 0,9964), para todos os analitos. Os
limites de detecgao calculados variaram de 0,48 a 1,30 mg L', enquanto os limites de
quantificacdo foram definidos como a primeira concentragao utilizada na curva de
calibragdo de cada farmaco. E possivel afirmar, analisando os resultados de RSD e
RE, que este método apresenta boa precisao e exatidao.

Se comparando as faixas terapéuticas dos farmacos analisados, no sangue e
na saliva, e observando os valores de LD na Tabela 20, os quatro farmacos possuem
valores adequados (abaixo da dose terapéutica), sendo possivel uma aplicagéo
pratica do método. Ainda, pode ser adequado e pratico para aplicacbes em terapia
medicamentosa e rotina clinica de analise, sendo possivel a quantificacdo da
concentracio subterapéutica com confiabilidade.

Em termos de comparacgao, existem poucos métodos analiticos reportados na
literatura para quantificagao simultdnea de anticonvulsivantes em saliva. A Tabela 21

apresenta comparacdes de LD com a literatura.

Tabela 21— Comparacao entre os valores de LD neste trabalho e a literatura.

Referéncia Tecnlca’_ Preparo de Sorbente |Amostra LD A
Cromatografica| amostra (mg L)
arcos, 2011 UPLC-MSIMS ~ SPE Sorbente  pasma 0,512
polimérico
1,382
Cavazos et al., HPLC-DAD Precipitacao Acetonitrila  Plasma 1,60P
2011 Fase reversa de proteina 1,85¢
1,984
Medeiros etal,  HPLC-DAD LLE _Addo  plasma 7,95
tricloroacético
2020
0,202
Budakova et al., L 0,27°
2008 HPLC-UV LLE Dietil éter Serum 0.40°
0,124
0,482
- i b
Esse trabalho ~ HPLC-UV d-SPE Polimero o g 130
magnética magnético 0,52°¢
0,624
Fonte: Elaborado pelo Autor (2025).
Legenda:
a) PRM.

b) PB.
c) PHT.
d) CBZ.
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Alguns melhores resultados de validagdo podem ser observados, como a
precisdo para CBZ a 15 mg mL™", que neste estudo apresentou um valor de 5,39 mg
L-' e em Cunha (2013) de 6,1 mg L™, utilizando a técnica cromatografica HPLC/PDA
e extracao liquido-liquido no preparo das amostras. Ainda, O LQ para PHT foi maior
em Santos (2016) que neste trabalho, sendo relatado como 2,0 mg L' usando a
técnica HPLC e SPE online como preparo de amostra.

Neste estudo, valores de LD e LQ mais baixos foram obtidos quando
comparados aos métodos que empregaram centrifugacdo sanguinea e analises por
HPLC-DAD (diodo-array detector). Além disso, o método proposto obteve um valor de
LD semelhante para PRM mesmo quando um detector mais sensivel, o espectrometro
de massas (mass spectrometry: MS) foi empregado para as analises de amostras de
sangue.

Os limites de LD e LQ obtidos usando o método proposto foram menores do
que os obtidos com métodos que empregam extracao em fase sélida e LC-MS como
com extracdo liquido-liquido para analise HPLC-DAD.

E possivel notar que este estudo tem algumas vantagens, como rapidez e
facilidade na preparagdo da amostra devido a magnetizagdo em comparagao a

centrifugacéo e extracdo em fase sélida ou extragao liquido-liquido.
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6 CONCLUSAO

O M-CP na extragao de primidona, fenobarbital, fenitoina e carbamazepina em
saliva humana por meio da HPLC se mostrou ser um material promissor devido a facil
obtencao do material e preparo de amostra rapido e pratico. A otimizacao deste estudo
foi eficiente para determinagdo das condicdes otimas de analise auxiliando no
desempenho da extracao, eluicdo e detecgao dos farmacos em amostras de saliva.

O método desenvolvido e proposto neste estudo foi validado para os farmacos
apresentando boa detectabilidade, excelente linearidade e valores satisfatorios de
precisdo e exatiddo. A extracdo e deteccdo simultdnea dos quatro farmacos foi
eficiente, fato importante para o monitoramento terapéutico.

O método mostrou boa performance e vantagens como a coleta e tratamento
facilitados da amostra, corrida cromatografica em até 15 minutos, podendo ser
aplicada em rotina de analise dos farmacos, diminuindo o tempo necessario em casos
de intervencao terapéutica.

Quanto as analises fisico-quimicas o M-CP apresentou uma superficie
homogénea tendo o modelo de Jovanovic como o melhor ajustado e ainda, quanto ao
modelo cinético de adsorg&o, o modelo de Avrami resultou de melhor ajuste.

O método desenvolvido possui vantagens que se destacam dos outros métodos
devido a facilidade e baixa utilizagdo de solvente na obtengdo do material magnético,
além da possibilidade de reuso do M-CP para analises. Nao foram necessarios preparos
de amostra mais complexos como centrifugacao ou filtragdo, apenas magnetismo.

Portanto, pode-se inferir que a aplicagdo desse material junto da d-SPE
magnética dos farmacos AC a partir de fluidos biolégicos é eficiente devido seu alto

poder adsortivo.
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ANEXO
ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario(a), do projeto de
pesquisa POLI (ACIDO METACRILICO-CO-ETILENO GLICOL DIMETACRILATO) NA
EXTRACAO EM FASE SOLIDA DISPERSIVA MAGNETICA DE
ANTICONVULSIVANTES EM SALIVA SEGUIDO DE ANALISE POR HPLC, de
responsabilidade do (a) pesquisador (a) Camila Gabriela Carrara. Leia cuidadosamente
0 que segue e me pergunte sobre qualquer duvida que vocé tiver. Apos ser esclarecido
(a) sobre as informagdes a seguir, € no caso de aceitar fazer parte do nosso estudo,
assine ao final deste documento, que consta em duas vias. Uma via pertence a vocé e a
outra ao pesquisador(a) responsavel Sua participagdo n&o € obrigatoria, e, a qualquer
momento, vocé podera desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa nao
trard nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador(a) ou com a instituicdo. Em

caso de recusa vocé nao sofrera nenhuma penalidade.

Ao ler os itens abaixo, vocé deve declarar se foi suficientemente esclarecido(a) sobre as etapas

da pesquisa ao final desse documento.

1. Esta pesquisa tem por objetivo desenvolver um novo método e dispositivo de analise
rapida para determinar/quantificar um mix de substancias que agem no sistema nervoso
central (farmacos ou substancias de uso recreativo) em analise unica por espectrometria
de massas. Estas subtancias poderéo estar presentes em amostras como sangue, urina
e saliva e por isso, essas serdo as amostras coletadas. E importante ressaltar que
participantes que ndo tenham nenhum contato com essas substancias sao igualmente
importantes para a pesquisa devido a utilizagdo desse tipo de amostra na etapa de
desenvolvimento do método (onde adicionamos propositalmente uma concentragéo
conhecida de determinado composto na amostra (sangue, urina e saliva) APOS a coleta
das mesmas). Nao sera administrado nenhum medicamento ou substancia a nenhum
dos participantes assim como ndo sera pedido para que nenhum deles utilize de
substancias somente para realizacdo do teste. Os participantes usuarios, deverao ser
usuarios das substancias e utilizarem as mesmas por prescricdo meédica (no caso dos

farmacos
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que agem no sistema nervoso central) ou por livre e espontanea vontade (no caso de

substancias de recreagdo como nicotina presente no cigarro, por exemplo).

2. A sua participagao nesta pesquisa consistira em preencher um questionario e doar
amostras de saliva em coleta unica, para o desenvolvimento da metodologia proposta
e analise quantitativa de substancias presentes nestas amostras ao aplicar o método
desenvolvido. As amostras de saliva serdo coletadas pelo proprio participante e apds
a coleta, as amostras serdo imediatamente armazenadas em ultrafreezer, no
Laboratério de Anadlise de Toxicantes e Farmacos (LATF) — UNIFAL-MG, até o
momento da analise. O questionario consistira em uma série de perguntas com intuito
de se obter informagdes pessoais e sobre o possivel uso de substancias atuantes no
sistema nervoso central, conforme apresentado no anexo. Tracar esses parametros &
essencial para se conhecer o perfil de cada participante e entao relacionar com os
resultados obtidos na analise. Os pesquisadores e os participates portarao
obrigatoriamente mascara facial e outros EPIs, de acordo com as recomendagdes do
Ministério da Saude e da ANVISA, no momento, para a conteng¢ao do virus SARS-
CoV-2. Os participantess deverao responder com sinceridade sobre a administragao
dos medicamentos (quantas vezes toma por dia, qual a dosagem), no entanto, ndo

sera questionado em nenhum momento o motivo das administragées.

3. Durante a execugdo da pesquisa podera ocorrer desconforto, vergonha ou
constrangimento. Devido a coleta acontecer de forma presencial, riscos relacionados
a covid-19 também podem acontecer. Por isso, € necessario que o participante tenha
ciéncia que, para minimizar estes riscos, os procedimentos citados a seguir serdo
seguidos:

a) As coletas serao agendadas no Laboratério de Toxicantes e Farmacos (LATF)
da Unifal em sala ventilada (D301);

b) Correto manuseio dos materiais e equipamentos utilizados para o
procedimento, ao conhecimento do profissional, ao uso de equipamentos de
protecao individual (luvas, mascara, gorros, etc.);

¢) O pesquisador fara a correta assepsia (lavagem de maos, assepsia antes da
entrega do tubo falcon para o participante);

d) Serdo utilizados materiais de coleta estéreis e descartaveis, com pessoal
capacitado e paramentado (com os equipamentos de protecao individual

adequados);
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e) Os procedimentos serdo realizados em local reservado para evitar
possiveis constrangimentos;

f) O participante devera estar em jejum de no minimo 30 minutos para coleta da
saliva e também realizar a lavagem da boca com agua potavel (bochechos
leves).

g) O estudo sera suspenso imediatamente ao perceber algum risco ou dano a
saude do participante da pesquisa, nao previsto no termo de consentimento.

h) Ao final sera entregue ao participante um lanche pdés-coleta (como

bolachas por exemplo).

4. Ao participar desse trabalho vocé contribuira para o desenvolvimento de um
preparo de amostra mais preciso o qual podera beneficiar e favorecer outras pessoas

em tratamento, e casos de monitorizacao terapéutica.

5. Sua participagdo neste projeto tera a duracdo de 5 a 10 minutos para
preennchimento do questionario e coleta da amostra que sera feita em um unico dia (
se for possivel e ainda, se for confortavel para o participante). Caso nao seja possivel,
o participante devera voltar ao laboratério para terminar a coleta em um melhor

momento.

6. Vocé nao tera nenhuma despesa por sua participagdo na pesquisa, sendo 0s
questionarios, aulas, cursos, palestras, consultas/exames/tratamentos/etc. totalmente
gratuitos; e deixara de participar ou retirar seu consentimento a qualquer momento,

sem precisar justificar, e ndo sofrera qualquer prejuizo.

7. Vocé foi informado e esta ciente de que ndo ha valor econbmico, a receber ou a
pagar, por sua participagao, no entanto, caso vocé tenha qualquer despesa decorrente

da participacao na pesquisa, tera direito a buscar ressarcimento.

8. Caso ocorra algum dano, previsto ou ndo, decorrente de sua participagéao no estudo,
vocé tera direito a assisténcia integral e imediata, de forma gratuita (pelo patrocinador
e/ou pesquisador responsavel), pelo tempo que for necessario; e tera o direito a

buscar indenizagao.
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9. Para o risco de divulgagdo de dados confidenciais, serdao tomadas medidas
minimizadoras: garantir sigilo em relagédo as suas respostas, as quais serao tidas
como confidenciais e utilizadas apenas para fins cientificos, assegurando a néo
identificacdo nominal, a confidencialidade e a protegdo dados. Para assegurar a
sua privacidade, ou seja, seu nome ou qualquer outro dado ou elemento que
possa, de qualquer forma, identifica-lo(a), sera mantido em sigilo. Caso vocé
deseje, podera ter livre acesso a todas as informagbes e esclarecimentos
adicionais sobre o estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o que vocé queira

saber antes, durante e depois da sua participacao.

10. Vocé foi informado(a) que os dados coletados serdo utilizados, unica e
exclusivamente, para fins desta pesquisa, e que os resultados da pesquisa,
poderdo ser publicados/divulgados através de trabalhos académicos ou artigos

cientificos por profissionais da area.

11. Conforme o item IIl.2, inciso (i) da Resolugcdo CNS 466/2012 e o Artigo 3°,
inciso IX, da Resolugdo CNS 510/2016, € compromisso de todas as pessoas
envolvidas na pesquisa de nao criar, manter ou ampliar as situagdes de risco ou
vulnerabilidade para os individuos e coletividades, nem acentuar o estigma, o
preconceito ou a discriminacao.

Por esses motivos:

AUTORIZO ( )/ NAO AUTORIZO ( )

a coleta e divulgacéo de imagens/Fotografias/videos/som de voz para a presente
pesquisa.

Adicionalmente,
AUTORIZO( )/ NAO AUTORIZO ( )

0 uso de todos os materiais biolégicos coletados durante este estudo para os fins
explicitados neste Termo de Consentimento e que 0s mesmos sejam
posteriormente armazenados no Laboratério de Analises de Toxicantes e
Farmacos (LATF) da Unifal-MG.

12. Vocé podera consultar o(a) pesquisador(a) Camila Gabriela Carrara, no seguinte
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telefone
(12) 997971419 ou email camila.carrara@sou.unifal-mg.edu.br e/ou o Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alfenas (CEP/UNIFAL-MG*), com
endereco na Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700, Centro, Cep - 37130-000, Fone:
(35) 3701 9153, no e-mail: comite.etica@unifal-mg.edu.br sempre que entender

necessario obter informagdes ou esclarecimentos sobre o projeto de pesquisa e

sua participacao.

*O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alfenas (CEP/UNIFAL-MG) é um
colegiado composto por membros de varias areas do conhecimento cientifico da UNIFAL-MG e
membros da nossa comunidade, com o dever de defender os interesses dos participantes da
pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento cientifico dentro

de padrées éticos.
Eu, , CPF ne

, declaro ter sido informado

(a) e concordo em participar, como participante, do projeto de pesquisa acima

descrito.

Alfenas, de de

(Assinatura do participante da pesquisa)

(Assinatura do pesquisador responsavel / pesquisador participante)



