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Introducio

O principio dos métodos cromatograficos ¢ empregado tanto nos processos de
separac¢do na forma de colunas como extra¢do com o emprego da técnica de extracdo em fase
solida. O maior desafio para ambos os métodos ¢ a busca por materiais que possuem interacao
com os analitos de interesse com a fase estacionaria, visando a extracdo do analito da matriz e
melhorar os pardmetros de separagdo cromatografica. No desenvolvimento dos materiais, o
emprego de monolitos para aplicagdes cromatograficas ¢ um tema amplamente presente na
literatura com inumeros trabalhos de revisdes demonstrando o seu potencial e suas aplicacdes
em andlises diversas areas como farmacoldgica, alimentar, ambiental, saide e dentre
outras[1]-[3]

Os materiais monoliticos vém sendo empregados ao longo dos ultimos 30 anos como
fases estacionarias e para além de separagdes cromatograficas sao aplicados como adsorventes
nos mais diversos processos de extracdo em fase solida[4],[5]. Destaca-se a facil preparacao,
o controle de porosidade, além de enorme flexibilidade para controlar as caracteristicas
quimicas da superficie de seus poros e, consequentemente, controlar o mecanismo de
retencao/separacao[6],[7] buscando obter uma menor altura de pratos, aumentando assim
resolu¢do de picos nos cromatogramas|8].

Outro aspecto relevante ¢ a versatilidade de mondmeros disponiveis para a sintese,
sendo possivel sintetizar monolitos poliméricos (ou organicos), a base de silica (ou
inorganicos) além dos hibridos que possuem monomeros das duas “classes”. As vantagens
sdo inumeras, pois de acordo com a finalidade pode-se produzir os monolitos com as
caracteristicas mais desejadas, como resisténcia a altos e baixos pH, tamanho dos poros,
resisténcia ao fluxo, dentre outras[9].

Em se tratando da finalidade, essas de certa forma parecem ser infinitas. S3o inimeros
artigos de revisdo sobre a aplicacdo dos materiais monoliticos [10]-[15]. No entanto algumas
caracteristicas sao destacadas, como um maior nimero de trabalhos com aplicacdes de
monolitos poliméricos para compostos organicos de alta massa molecular, ao exemplo de
proteinas[16].

Assim, durante o desenvolvimento deste trabalho, foram desenvolvidas metodologias
de preparo de monolitos com polimerizacgao utilizando diferentes técnicas, como a ultravioleta
(UV) e térmica para aplicagdes na forma de extragdo em fase soélida e colunas cromatograficas
a fim de separar e quantificar a mioglobina urinaria utilizando os métodos de cromatografia
por injecao sequencial (SIC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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Material e Métodos

Funcionalizacao das interfaces dos tubos Silcosteel® ¢e ETFE

Todos os tubos foram lavados sequencialmente com etanol (EtOH), 4gua, hidroxido
de sodio (NaOH) 0,2 mol/L, agua, &cido cloridrico (HCI) 0,2 mol/L, agua e EtOH.

Para os tubos de Silcosteel®, uma soluc¢do previamente sonificada e purgada em N, do
reagente derivatizante, trimetoxisililpropilmetacrilado (TMSPM) a 20% (m/m) em etanol 95%
(v v, pH 5,0) foi inejatada[17] e posteriormente selados e aquecidos a 60 °C por 2 horas.
Finalmente, os tubos foram lavado com acetona e seco sob um fluxo de N,.

Nos tubos de tetrafluoretileno (ETFE) o processo envolveu a lavagem prévia e a
injecdo de uma solucdo 20% em peso de benzofenona (BP) em MeOH. As extremidades
foram fechadas e os tubos foram irradiados por 20 minutos sob 254 nm a 120 mJ/cm?. Apds
nova lavagem os tubos foram fechados e uma solugdo de 30% em peso de EDMA em MeOH
foi injetada, fechadas e irradiadas por 40 minutos (254 nm a 120 mJ/cm?) e lavados com
MeOH.

Sintese dos monolitos ancorados nos tubos

Uma mistura contendo 24% de estearil metracrilato (SMA), 16% de etileno glicol
dimetacrilato (EDMA), 45,5% de 1-propanol e 14,5% de 1,4-butanodiol (% m/m) e
iniciadores. Para UV usou-se 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona (DMPAP) e o
azobisisobutironitrila (AIBN). O tubo de ETFE foi irradiado por 20 minutos sob 254 nm a
120 mJ/em?. Os tubos de Silcosteel® foram aquecidos a 50 °C por seis horas. As colunas
foram lavadas e armazenadas com acetonitrila (ACN)

Analise de amostras

Amostras de urina foram coletadas dos membros do grupo de pesquisa antes e 10
minutos apos uma hora de treinamento de forca anaerdbico (cross-fit). As amostras foram
tamponadas com acetato de aménio 0,1 mol L™ (pH 7,0) na propor¢io volumétrica de 9:1 e
filtradas através de filtros de seringa de 0,22 um.Pouco antes dos experimentos de extragao
em fase solida (SPE), as amostras de urina foram condicionadas em 0,1% (v v'') de 4cido
trifluoracético (TFA).

A preparacdo das amostras para a SPE offline consistiu em carregar 2,0 mL das
amostras filtradas e condicionadas com 0,1% de TFA nas colunas de ETFE de 50 x 1,50 mm
de diametro interno, lavar com 5% de ACN em 0,1% de TFA e, em seguida, eluir com 0,50
mL de 60% de ACN em 0,1% de TFA. Umaaliquota da amostra de 5 uL foi analisada nas
colunas monoliticas de SMA em CLAE, utilizando um gradiente com 0,1% de TFA na fase
movel A e partindo de 5% para 50% de ACN em 0,1% de TFA, conforme parametros
descritos na figura 4.

Ja o processo de analise por SIC esta ilustrado na Fig. 1, e as andlises das amostras
seguiram um procedimento de 5 etapas (Tabela 1).
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Figura 1. Esquema do equipamento de inje¢do sequencial (SIC) para a determinagd@o da mioglobina. SP =
seringa/processo, RV = 3.45 MPa relaxamento da valvula, CV = checagem da valvula, HC = bobina em hélice (4
m x 0.8 mm i.d.), SV = selecdo da valvula, C = 50 x 1.50 mm poli(SMA-co-EDMA) coluna monolitica, D =
Detector do espectrofotometro (400 nm) conectado a célula de fluxo, MP1 = 5% ACN em 0.1% TFA, MP2 =

60% ACN em 0.1% TFA. Todas as % em v v'..

Tabelal — Procedimento para determinacdo de Mioglobina em amostras de urina por SIC.

Etapa SV comando SP (Fluxo) Comentario

1 9 Aspirar 1500 pL (50 uLs™)  Preencher a seringa da bomba com
MP1

2 5 Aspirar 500 uL (50 uLs")  Aspirar MP2 para a bobina (eluigdo
do analito)

3 4 Aspirar 500 pL (50 pLs™) Aspirar o MP1 para a bobina (etapa
de lavagem — SPE)

4 3 Aspirar 1000 pL (50 uLs™')  Aspirar a amostra

5 8 Esvaziar (10 puL.s™) Inje¢do da amostra, lavagem (MP1),

elui¢do (MP2) e recondicionamento
(MP1) através da coluna e detector

SV: selecdo da valvula; SP: seringa/processo;

MP1: Fase Movel 1 (5% Acetonitrila em 0.1%

acido

trifluoroacetico), MP2: Fase Movel 2 (60% Acetonitrila em 0.1% acido trifluoroacetico)

Resultados e Discussao

O desafio na utilizacdo de tubos de ETFE ou outros suportes plasticos fluorados ¢ a
sua hidrofobicidade e baixa reatividade, que torna dificil a conex@o entre a fase estaciondria
com a parede interna do tubo sem deixar espagos vazios que podem afetar a performance da
separagdo[19]. Para ancorar o monolito na parede interna através de uma ligagcdo covalente,
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um procedimento de vinilizagdo em duas etapas foi utilizado, proposto primeiramente por
Stachowiak ef al.[20] para uso de tubos de polipropileno e posteriormente adaptado por
Catala-Icardo et al.[21] para tubos de ETFE.

O procedimento consistiu basicamente em duas etapas simples. A primeira delas ¢ a
fotosensibilizagdo da BP no tudo de ETFE para criar uma superficie fotoiniciadora. A
primeira modificagdo ndo altera as caracteristicas fisicas do tubo, mantendo sua aparéncia
transparente. Na segunda etapa, o iniciador media a fotopolimeriza¢ao de uma camada fina de
poli(EDMA) entrelagada, formando assim uma variedade de grupos vinilicos terminais para
ancorar o monolito dentro do invélucro. Apos essa segunda modificacdo e lavagem do tubo
com metanol, observa-se a olho nu uma camada densa e branca de poli(EDMA) aderida a
superficie interna.

A imagem de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de uma secdo radial do
tubo ETFE com 1,5 mm de didmetro interno mostra uma superficie homogénea do mondlito
de poli(SMA-co-EDMA) polimerizado por UV (Fig. 1a). A Figura 1b destaca a interface
funcionalizada entre a parede interna do ETFE e o monolito. As ligacdes duplas de
poliEDMA) nido reativas copolimerizam com SMA e EDMA na presenca de solventes
porogénicos, ancorando assim o monolito de poli(SMA-co-EDMA). O nucleo dos monolitos
preparados nos tubos ndo apresentam diferencas significativas, sugerindo que as
polimerizacdes UV com 20 minutos a 254 nm e 120 mJ cm > foram suficientes para produzir
uma estrutura uniforme de microesferas de 2 a 3 um intercaladas por poros de fluxo de 5 a 10
um interconectados.

A Figura lc mostra a interface do tubo Silcosteel® ancorando o monolito de
poli(SMA-co-EDMA), enquanto a Fig. 1d mostra o ntcleo do mondlito obtido por
polimerizacgdo térmica de 24 horas. As imagens de MEV sugerem que o monolito produzido
termicamente mantém os grandes poros de fluxo de 5 a 10 um, mas com glébulos maiores do
que aqueles obtidos pela fotopolimerizagao.

Figura 2. Imagens de MEV (Microscopia Eletronica de Varredura) de uma secdo transversal dos mondlitos de
poli(SMA-co-EDMA) mostrando: (a) o monolito alojado em um tubo ETFE com 1,5 mm de diametro interno;
(b) a interface entre o tubo ETFE ¢ o mondlito ancorado em uma camada de poli(EDMA), indicada pelas setas;
(c) a interface entre o tubo Silcosteel® vinilizado e o monolito; e (d) o niucleo do monolito preparado dentro do
tubo Silcosteel® por polimerizagdo térmica.
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Os espectros de infravermelho (ATR-FTIR) dos monolitos de poli(SMA-co-EDMA)
mostram as bandas tipicas em 2850 e 2925 cm ' devido ao estiramento C—H e ao estiramento
simétrico de CHs, respectivamente (Fig. 3). As bandas em 1465 e 1390 cm™' correspondem a
curvatura CH, e CH; na cadeia C18. A banda em 1725 cm! pode ser atribuida ao estiramento
C=0, enquanto a banda em 1145 cm ™' vem do estiramento das ligagdes C-O nas estruturas de
metacrilato. A banda fraca em 1640 cm™' devido ao estiramento C=C confirma a reacdo de
polimerizagdo através das funcionalidades vinilicas, como confirmado pela comparagdo do

ATR-FTIR da poli(SMA-co-EDMA) com os espectros IR dos mondmeros mostrados na
literatura.
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Figure 3. ATR-FTIR do monolito de poli(SMA-co-EDMA); (b) ATR-FTIR para o EDMA e (c) ATR-FTIR para
0 SMA).

A coluna preparada no tubo Silcosteel® de 1,0 mm de didmetro interno exibiu o
melhor desempenho na separacdo de linha de base das trés proteinas (Fig. 5). Assim, a
aplicacdo do método CLAE para anélises de urina envolveu a coluna ETFE de 1,5 mm de
diametro interno para SPE e a coluna Silcosteel® como coluna analitica.

1.0 mm i.d. Silcosteel
—— 1.5mm id. ETFE

0.20 UA at 205 nm

Time / min

Figura 4. Cromatogramas extraidos do branco de uma mistura contendo (1) lisozima, (2) mioglobina e (3)
anidrase carbonica (todos na concentragao de 75 ug mL™") nas condi¢des descritas na se¢do 2.8. Os volumes de
amostra injetados foram 5,0 e 20,0 pL para os as colunas de 1,0, e 1,5 mm i.d. respectivamente. O fluxo para
ambas as colunas foi de 1,0 mL min™ e temperatura de 60 °C
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Os limites de detec¢do (LOD) e quantificacdo (LOQ) para o método SIC foram
calculados como LOD = (35(y/x)/m) and LOQ = (10S5(y/x)) / m[22], onde m ¢ a
inclinagdo da curva de calibracdo usando medi¢des de altura de pico para as concentracdes de
5,0, 10, e 25pg mL™", resultando em 1,1 e 3,7 pg mL™ respectivamente. Este LOD ¢ adequado
para a medi¢do dos niveis de concentragdo relatados em casos de trauma por esmagamento
(32,9ng mL™)[23], treinamento militar (6,4 to 410pg mL™")[24], corredores de maratonas (52
1ug mL™)[25], competidores de rugbi (100pg mL™")[26] e infarto do miocardio (3,0 mg mL’

[27].

Ja as analises por CLAE resultaram em uma curva de calibragdo para concentragdes de
mioglobina entre 1,0 ¢ 7.5 ug mL™' resultou num ajuste para a equagdo linear A'reapico =
(111 + 7)Cmy0 —(0.01 £ 0.03) com R?>=10.989 ¢ Syix = 0.0048, resultando em LOD = 0,13
ug mL” e LOQ = 0,43 ug mL™'. A proporcdo da inclinagdo das curvas de calibragdo com SPE
e sem SPE implicou uma FE de 2,3 e um aumento de 10 vezes na detectabilidade. Esse limite
de detecgdo ¢ cerca de 2 vezes menor do que o relatado por Lyndsay et al.[28] e cerca de 4
vezes menor do que o relatado por Al-Rimawi[29], ambos usando métodos RP-HPLC.

As concentragdes encontradas apos o treinamento sdo apresentadas na Tabela 2. A
amostra de urina do Individuo 1 apresentou concentragdo de mioglobina de 6,0 + 0,4 ug L™,
concentracdo proxima ao LOQ do método CLAE. Apos o protocolo SPE, foi encontrado um
valor de concentracdo indistinguivel, mostrando a precisdo do método (Fig. 5a). J& o
individuo 2 apresentava um valor expressivo sem a pré-concentragdo e no individuo 3, foi
possivel quantificar ap6s o procedimento de SPE.

Tabela 2. Concentrag¢do de mioglobina urinaria em amostras, antes ¢ depois do SPE (n = 3)

Sample Sem SPE*/ pg L™ Com SPE / ug L
1 6.0+0.4 6.0+0.5
2 28+1 Nao requerido
3 <LOQ" 23+04
* Solid phase Extraction; "Limite de Detection
7 4
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Figura 5. Cromatogramas subtraidos do branco de amostras de urina do individuo 1 (a) e individuo 3 (b) antes e
depois do SPE com as colunas poli(SMA-co-EDMA). As setas indicam o pico da mioglobina. As condi¢des
cromatograficas foram descritas na segdo 2.8; Volume da amostra = 5 uL, temperatura = 60 °C.
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A precisdo do método CLAE foi investigada adicionando 10, 25 ¢ 50 ug mL" as amostras,
resultando em recuperagdes de 105, 98 e 99%, respectivamente, com um RSD < 12% para a
concentragio de 10pg mL™".

Conclusoes

A preparagdo simples e facil de colunas monoliticas poliméricas em diferentes
dimensdes e moldes permitiu o desenvolvimento de métodos cromatograficos de fase reversa
para determinar a mioglobina urindria, utilizando o método de SPE conforme necessidade.
Ambos os métodos SIC e CLAE foram beneficiados com o emprego das colunas monoliticas.
Embora o SIC ndo tenha sido capaz de fornecer separagdo de fase reversa de lisozima,
mioglobina e anidrase carbdnica, ele automatiza todas as etapas do SPE de condicionamento
da coluna, carregamento de amostra, lavagem e eluicdo/deteccdo. Para esta aplicacdo
especifica, a seletividade foi alcancada pela detecgdo em 400 nm, comprimento de onda
seletivo para a mioglobina. As limitagdes de contrapressdo do SIC exigiram o uso de uma
coluna com 50 x 1,50 mm de didmetro interno. No entanto, esta coluna foi construida em tubo
de ETFE por fotopolimerizacdo, sendo a sua sintese rapida e reprodutivel. A analise por
HPLC se beneficiou da separagdo eficiente de proteinas em um gradiente de ACN em 0,1%
de TFA fornecido pela coluna poli(SMA-co-EDMA) construida em tubo Silcosteel®. A
combinagdo da andlise SPE e CLAE proporcionou um fator de enriquecimento de 2,3, com
uma melhoria de 10 vezes na detectabilidade, atingindo LOD ¢ LOQ de 1,3 ¢ 4,3 pg L™
respectivamente. Estes valores sdo baixos o suficiente para detectar aumentos prejudiciais de
mioglobina na urina, resultando assim em um material com potencial aplicacio em
diagnostico médico.
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