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reality. It is enough if one tries merely to comprehend a little of this mystery every day. Never lose a

holy curiosity.”
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Resumo

A indistria farmacéutica baseia-se sobretudo na formulacdo de principios activos
farmacéuticos (PAFs) na forma de sélidos, os quais podem apresentar efeitos nefastos devido a
conversdes polimorficas, que influenciam a solubilidade, a biodisponibilidade, a eficacia, entre outras.
Praticamente, metade das substancias activas conhecidas apresentam-se insollveis ou com reduzidas
solubilidades em &gua, e que acabam por ser reprovadas nos ensaios clinicos pelas entidades
reguladoras (p.e. FDA).

O objectivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de liquidos idnicos (LIs) formulados
com base em PAFs, de forma a contornar os problemas relacionados com as reduzidas solubilidades
em agua dos PAFs de partida, potenciando a partilha com membranas bioldgicas, 0 aumento da
solubilidade e consequentemente da biodisponibilidade. De forma a atingir-se este objectivo
estudaram-se alguns PAFs sintetizados na plataforma de Lls, utilizando-se uma variedade de PAFs
(ampicilina; ibuprofeno; naproxeno; acido nalidixico; &cido niflimico; &cido pirazinoico; &cido 4-
aminosalicilico; &cido picolinico) combinados com catides de reduzida toxicidade e biocompativeis.

Foram estudadas as solubilidades destes LI-PAFs em agua e em fluidos biol6gicos simulados
apropriados para testes de dissolucdo (solu¢do aquosa de forca idnica isotdnica, fluido gastrico
simulado e fluido intestinal simulado) a temperatura de 25 °C e 37 °C (temperatura corporal).
Adicionalmente foram determinados os coeficientes de particdo octanol — agua (Kow’s), de modo a
verificar-se o potencial de permeagdo membranar, e foram efectuados ensaios para determinacdo de
concentragdes micelares criticas (CMC’s) dos liquidos i6nicos farmacéuticos que apresentam na sua
constitui¢do catides com propriedades tensioactivas.

Os estudos efectuados apresentaram resultados promissores, pois foi possivel verificar o
aumento das solubilidades em &gua e em fluidos biologicos, e ainda do potencial de permeacdo em
membranas dos PAFs de partida quando transformados em LIs. Foram também desenvolvidos LI-
PAFs com propriedades surfactantes, com potenciais aplicacdes para veiculacdo de farmacos. Os
resultados obtidos oferecem novas e interessantes avenidas de investigagdo para ambas as

comunidades, farmacéutica e dos liquidos iénicos.

Palavras-Chave:
o Liquidos i6nicos ° Principios activos farmacéuticos ° Solubilidade ° Biodisponibilidade ©

o Concentracdo micelar critica ° Coeficientes de particdo octanol — agua °

*Esta dissertagao nao foi escrita de acordo com o novo acordo ortogréfico.







Abstract

The pharmaceutical industry relies mainly on the formulation of actives pharmaceutical
ingredients (APIs) as solids, which may have adverse effects due to polymorphic conversions that
influences the solubility, bioavailability, efficacy, among others. Almost half of the active substances
known have reduced solubility or are insoluble in water, and eventually are reproved in clinical trials
by entities regulators (e.g. FDA).

In order to overcome the problems associated with the low water solubilities of available APlIs,
the aim of this study was the development of ionic liquids (ILs) formulated on the basis of APIs with
the intent of enhance their solubility and hence their bioavailability. In order to achieve this objective,
several APIs were synthesized using the ionic liquid’s synthetic platform, combining a wide variety of
APIs (ampicillin, ibuprofen, naproxen, nalidixic acid, niflumic acid; pyrazinoic acid, 4-aminosalicylic
acid, picolinic acid) with reduced toxicity and biocompatible cations.

The solubility of the synthesized API-ILs in water and simulated biological fluids suitable for
dissolution tests (aqueous ionic strength isotonic simulated gastric fluid and simulated intestinal fluid)
were measured at 25 °C and 37 °C (body temperature). Additionally, octanol-water partition
coefficients (Kow's) were determined, in order to investigate the membrane permeation potential of
these compounds, and assays were performed to determine critical micellar concentrations (CMC’s) of
the synthesized pharmaceutical ionic liquids bearing cations with surfactant properties.

The present studies clearly confirmed the great potential of the methodology followed in this
work, since new pharmaceutical forms with enhanced properties regarding solubility in water and
biological fluids, as well as more adequate properties regarding membrane affinity and permeation.
Also, new pharmaceuticals ionic liquids with surfactant properties were developed and characterized
for potential applications in drug delivery. The results here obtained offer new and interesting avenues

of research for both communities, pharmaceutical and ionic liquids.

Keywords:
> Jonic Liquids ° Active pharmaceutical ingredients ° Solubility - Bioavailability °

o Critical micellar concentrations - Octanol — Water partition coefficients o
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Capilulo 1







1. Introducéo Geral

1.1. Enquadramento tematico

Os liquidos i6nicos (LIs) sdo sais organicos com um ponto de fusdo, por defini¢do, inferior a
100 °C (alguns séo liquidos a temperatura ambiente), ao contrario dos sais inorganicos que apresentam
elevados pontos de fusdo. A diferente organizacdo estrutural que os LIs podem apresentar, através da
combinacgdo de diversos catifes organicos e anides de natureza orgénica ou inorganica, confere-lhes
propriedades particulares que potenciam diversas aplicacBes, nomeadamente nas é&reas da
biotecnologia, da inddstria quimica e da industria farmacéutica (1).

Esta nova classe de sais organicos possui diversas propriedades de interesse, como é o caso da
sua reduzida pressdo de vapor, baixa inflamabilidade, elevada estabilidade térmica e quimica,
densidade e viscosidade varidveis dependentes da seleccdo do catido e anido, tal como a sua
solubilidade em &gua e em solventes organicos comuns (2). A exaustiva investigacdo de novos e
diferentes liquidos i6nicos ocasionou um desenvolvimento rapido desta area nas Gltimas décadas,
sendo possivel ja classificar trés geracdes distintas de LIs. A primeira geracao de LIs inclui compostos
focados nas suas propriedades fisicas Unicas e reajustaveis, tais como a densidade, viscosidade,
condutividade, solubilidade, e estabilidade térmica e quimica. A segunda geracdo de LlIs direccionou-
se para a possibilidade de conjugar algumas dessas propriedades fisicas com algumas propriedades
quimicas, que podem ter aplicacOes especificas como lubrificantes, materiais energéticos e solventes
verdes. Por ultimo, a terceira geracao de LIs envolve a utilizacdo de principios activos farmacéuticos,
cuja utilizacdo visa a producédo de LIs com actividade bioldgica (3).

Apesar destes compostos serem conhecidos ha mais de um século, sé recentemente tém vindo
a ser alvo de intensa investigacdo no desenvolvimento de novos principios activos farmacéuticos
(PAFs), devido aos problemas recorrentes que estes apresentam relacionados com a sua reduzida
solubilidade e biodisponibilidade (4). Actualmente, a indistria farmacéutica baseia-se em PAFs na
forma solida, que podem ser obtidos através de um controlo do tamanho do cristal e de uma
solubilidade controlada do produto. No entanto, as formas solidas de PAFs, que podem ser compostos
neutros ou sais, apresentam frequentemente problemas relacionados com a formacéo de polimorfos e
com a baixa solubilidade, o que influencia de forma directa a biodisponibilidade (5). Estes sdo factores
essenciais para a efectividade de um determinado farmaco (6). Esta probleméatica vem colocar um
desafio maior & industria farmacéutica no desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que
praticamente metade das substancias activas identificadas sdo insollveis ou apresentam reduzidas
solubilidades em agua.

A terceira geracdo de Lls, liquidos idnicos biologicamente activos, tem como foco particular a
tentativa de superar os obstaculos de formulacdo de PAFs no estado sélido. Este trabalho visa oferecer

uma alternativa a estes problemas recorrentes, através da utilizagcdo de LIs conjugados com catiGes e




anides adequados, de forma a ser possivel ultrapassar as questdes relacionadas com a solubilidade, e
também proporcionar novos desenvolvimentos futuros nesta area, como a introdugdo de novos

tratamentos médicos ou de novas opgOes de entrega de farmacos.

1.2.  Objectivos e Fases do Trabalho
1.2.1. Objectivo Geral

Pretende-se nesta dissertagdo estudar, e consequentemente avaliar, a metodologia aplicada
para a sintese de novos principios activos farmacéuticos com base na definicdo de liquido i6nico. O
verdadeiro poder desta plataforma sintética reside no balanco delicado entre a funcionalidade quimica
e a forma como esta afecta as propriedades relevantes dos PAFs, como por exemplo, solubilidade em
agua e em fluidos bioldgicos, propriedades termofisicas e particdes em agua - solventes organicos,
neste caso o octanol. Desta forma, serdo estudados liquidos i6nicos baseados em PAFs (LI-PAFs),
sintetizados utilizando principios activos como a ampicilina, o ibuprofeno, o naproxeno, o &cido
nalidixico, o &cido niflimico, o &cido pirazindico, o &cido picolinico e o acido 4-aminosalicilico,
combinados com catides biocompativeis e ndo toxicos.

Na perspectiva do presente trabalho, as propriedades mais importantes dos PAFs sdo a
temperatura de fusdo, temperatura de decomposicdo, a solubilidade em &gua e fluidos biologicos,
propriedades termofisicas como a viscosidade e a difusdo, e finalmente a particdo em sistemas com
compostos organicos ou micelas. O objetivo geral desta dissertacdo consiste em avaliar os efeitos nas
propriedades dos PAFs quando estes sdo modificados e transformados em liquidos idnicos,
nomeadamente e com mais énfase avaliar o0 aumento da solubilidade em agua e em fluidos biol6gicos,
estudar os coeficientes de particdo octanol — agua , e as vantagens de existirem PAFs formulados
como LIs com propriedades tensioactivas e respectiva determinacdo da concentragdo micelar critica
(CMCQ).

1.2.2. Objectivos Especificos

Compreender:

o A evolucdo dos LlIs e a classificagdo destes em trés geragdes, das quais faz parte a
geracdo dos LlIs baseados em principios activos farmacéuticos, liquidos idnicos

biologicamente activos;




o A estrutura quimica dos LIs baseados em PAFs e a sua relacdo com as propriedades

termodinamicas, como por exemplo, a solubilidade em agua/fluidos bioldgicos;

o A nova formulagdo de PAFs na forma de liquido idnico e comparar com o PAF
tradicional relativamente as propriedades termofisicas, solubilidade em 4&gua,
solubilidade em fluidos bioldgicos e biodisponibilidade;

o O efeito da temperatura, solventes, pH da solucdo, e das diferentes polaridades do
soluto/solvente sobre a solubilidade dos PAFs de partida e comparacdo com a
solubilidade dos LI-PAFs;

o A importéncia da determinagdo dos coeficientes de particdo octanol — &gua nestes
sistemas, e comparagao entre a nova formulagdo de PAFs na forma de LI e os PAFs

de partida;

o A importancia da existéncia de LIs baseados em PAFs constituidos por catides ou
anides que apresentem propriedades tensioactivas, e a sua aplicacdo em farmacos e

entrega de farmacos.

1.2.3. Fases do Trabalho

Numa primeira fase do trabalho procedeu-se a uma analise dos dados presentes na
bibliografia, nomeadamente dos valores de solubilidade de PAFs comerciais em agua a 25 °C, uma vez
que o objectivo do trabalho inclui a comparacdo das propriedades dos PAFs tradicionais e dos PAFs
formulados como LIs.

Implementou-se um método de sintese de permuta anidnica para a preparacdo de LlIs
biologicamente activos, composto por dois passos de reac¢do. Todos 0s compostos sintetizados foram
caracterizados por RMN de protdo 'H e de carbono **C, a fim de se verificar as purezas destes e
confirmar as estruturas. O teor de &gua foi quantificado por titulacdo de Karl Fisher. Posteriormente,
foram realizados estudos de caracterizagéo térmica, através das técnicas de DSC e TGA, uma vez que
a temperatura de fusdo, de transi¢do vitrea e de decomposi¢do sdo propriedades importantes neste
estudo.

Seguidamente, e ap6s implementacdo de um método de determinacdo de solubilidades através

de quantificacdo por espectroscopia UV-vis, procedeu-se a determinacdo das solubilidades dos PAFs




em &gua a 25 °C e a 37 °C (temperatura corporal). Adicionalmente, foram realizados ensaios em
fluidos biologicos em condicBes fisiologicas, através da utilizagdo de uma solugdo isotonica
tamponada, de uma solugdo de fluido intestinal simulado e de fluido géstrico simulado, uma vez que
sdo estes 0s principais locais onde estes principios activos actuam.

Numa terceira fase, foram realizados ensaios para a determinagdo de concentracGes micelares
criticas (CMC’s) dos liquidos i6nicos farmacéuticos que contém na sua constituicdo anides ou catides
com propriedades tensioactivas, nomeadamente o cetilpiridinio, aliquat, fosfénio e docusato. Foram
ainda realizados ensaios de determinacdo dos coeficientes de particdo em octanol — 4gua (Kow’s), de
forma a poder-se estabelecer uma comparacdo entre os Kow’s e os valores de solubilidade obtidos e
inferir sobre a capacidade destes compostos atravessarem as membranas bioldgicas.

Por Gltimo, procedeu-se a uma analise de todos os valores adquiridos, comparando os valores
de solubilidades obtidos para os PAFs na forma acida e na forma de LIs, concluindo sobre a influéncia
das estruturas quimicas dos catides utilizados. Analisaram-se ainda os resultados obtidos para 0s
valores de CMC’s e dos Kow’s, e foi efectuada uma breve conclusdo acerca do efeito e da importancia

da formulagdo de PAFs na forma de liquidos ionicos.

1.3. Conteudo da Dissertacao

Tendo em vista a concretizacdo dos objectivos propostos, esta dissertacdo encontra-se dividida
em 5 capitulos.

Capitulo 1 — Introdugdo Geral é apresentado um enquadramento tematico desta dissertag&o,
comecando por ser fazer uma breve introducao aos problemas recorrentes que os PAFs apresentam e a
forma como a utilizagdo de liquidos ionicos pode minimizar estes problemas, dando encadeamento ao
titulo desta dissertagdo. Em seguida descrevem-se os objectivos e fases do trabalho, e ainda numa
terceira parte é indicada a forma como esta dissertacéo se encontra organizada e dividida por capitulos.

Capitulo 2 — Fundamentos sdo apresentados os principais conceitos tedricos necessarios ao
desenvolvimento deste trabalho. Inicia-se o capitulo com a definicdo de algumas propriedades dos
principios activos farmacéuticos, de seguida é introduzido o problema da formulacdo de PAFs na
indastria farmacéutica, seguida de uma descricdo das técnicas vulgarmente utilizadas para aumentar a
solubilidade de farmacos, através da modificacdo das suas caracteristicas fisico-quimicas.
Posteriormente, sdo indicados os problemas recorrentes da formulacdo de PAFs no estado sélido e as
suas implicagdes na industria farmacéutica. Por fim e para encerrar o capitulo, sdo inseridos neste
contexto e como alternativa aos PAFs no estado sélido, a utilizacdo de LIs baseados em principios
activos farmacéuticos, onde sdo descritas as vantagens promissoras que esta familia de compostos

apresenta nesta area.




Capitulo 3 — Seccdo Experimental é realizada uma descricdo dos materiais utilizados,
nomeadamente reagentes e equipamentos e ainda, é efectuada uma descricdo detalhada dos
métodos/procedimentos utilizados ao longo do desenvolvimento deste trabalho.

Capitulo 4 — Andlise dos Resultados sao apresentados todos os resultados obtidos através das
diferentes metodologias em que foi baseado este trabalho, sendo discutidos os mesmos.

Capitulo 5 — ConclusGes é realizada uma pequena sintese de todos os conceitos abordados ao
longo do trabalho, sdo retidas as conclus6es mais relevantes do trabalho desenvolvido e ainda

debatidos os possiveis desenvolvimentos futuros.
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2. Fundamentos

2.1.  Principios activos farmacéuticos — PAFs

De acordo com a farmacopeia europeia, principio activo farmacéutico (PAF) designa uma
substancia quimica conhecida, com estrutura quimica definida, que apresenta propriedades e ac¢des
farmacoldgicas. Assim, PAF é uma substancia quimica que interage com uma parte do organismo com
fim terapéutico, de forma a alterar um processo bioquimico ou fisiolégico ja existente (7).

A legislacdo portuguesa define medicamento ou farmaco como uma substancia ou um
conjunto de substéncias que apresentam propriedades terapéuticas e profilaticas de doengas ou de
sintomas em seres humanos, ou que possam vir a ser administrados a fim de estabelecer um
diagndstico médico ou, exercendo uma acgdo farmacoldgica, imunologica ou metabdlica, de forma a
corrigir ou modificar funcGes fisioldgicas (8). Os medicamentos podem apresentar-se em diversas
formas farmacéuticas, como por exemplo comprimidos, capsulas, solugdes, géis, pomadas, cremes,
supositdrios, entre outros.

Na ultima década, o mercado mundial farmacéutico tem vindo a expandir-se a uma taxa média
anual de 9,1 %, com cerca de 706,596 milhGes de euros em vendas no ano de 2011. No entanto, é
previsivel que os custos e 0 tempo associados a investigacdo e desenvolvimento (1&D) de novos
farmacos venham a aumentar no futuro. Actualmente, a I&D apresenta custos maximos de cerca de
1,15 bilides de euros por um Unico farmaco, enquanto que o nimero de novos farmacos aprovados
pelas autoridades reguladoras (p.e. a Food and Drug Administration — FDA) tem vindo a diminuir (9).
Os factores que contribuem para o alto custo e baixa producdo dos PAFs sdo (9) a diminuicdo do
nimero de potenciais farmacos, os crescentes custos de I&D devido a exames clinicos mais
complexos, o desenvolvimento de novas tecnologias e ainda a redu¢do da vida comercial de farmacos
patenteados, devido a ensaios clinicos complexos e morosos (9).

Para efectuar o desenvolvimento de novos farmacos eficientes é necessario possuir uma
compreensdo profunda acerca das suas caracteristicas, nomeadamente 0 seu comportamento de
dissolucdo no organismo, as transformagdes fisicas que podem sofrer quando administrados nos
diferentes tecidos bioldgicos e as quantidades minimas necessarias a serem administradas para se
atingir o resultado desejado (10). A reduzida solubilidade em sistemas aquosos e biodisponibilidade
sdo problemas recorrentes no desenvolvimento de novos principios activos farmacéuticos (11).

Biodisponibilidade de um PAF é definida como a fraccdo de uma dose administrada de
principio activo farmacéutico que € absorvida, atinge a circulacdo sistémica e se torna disponivel no
local de ac¢do. Uma porgdo do farmaco acaba por ser eliminada devido aos processos de ADME
(Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo e Excre¢do) no organismo (12). A biodisponibilidade de um
farmaco é uma propriedade complexa que depende de vérios factores, sendo 0s principais a sua

solubilidade em meios aquosos e a capacidade para atravessar as membranas lipofilicas (13). Esta
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problemética coloca um desafio maior & indlstria farmacéutica no desenvolvimento de novos
farmacos, uma vez que cerca de 40 % das substancias activas identificadas sdo insolUveis ou
apresentam reduzida solubilidade em agua (14), necessitando de modificagdes fisico-quimicas ou da
aplicacéo de tecnologias de formulag&o para superar a baixa solubilidade (9; 11).

2.2.  Solubilidade de PAFs

A biodisponibilidade de um farmaco encontra-se intimamente ligada a sua solubilidade em
agua, uma vez que uma solubilidade reduzida implica uma biodisponibilidade reduzida. Assim, na
primeira fase de desenvolvimento de PAFs, a determinacdo da solubilidade do composto sintetizado é
de extrema importancia. Os principios activos farmacéuticos podem ser classificados em termos da sua

solubilidade em 4gua como descrito na Figura 2.1.

Tabela 2.1 — Classificagdo dos PAFs em termos de solubilidade (15).

Solubilidade
(mg/mL) Classificacao
<20 Baixa — Problemas de solubilidade
20 - 65 Moderada
> 65 Elevada — Sem problemas de solubilidade

Normalmente, apenas PAFs com solubilidade superior a 65 mg/mL sdo aprovados para passar
para a fase seguinte de avaliacdo das outras propriedades necessarias para a sua aprovagdo e
disponibilidade no mercado. Os PAFs que apresentam uma solubilidade inferior a 20 mg/mL séo
geralmente reprovados nos ensaios clinicos. Os casos intermédios sd@o normalmente reavaliados do
ponto de vista de sintese quimica.

Além da classificacdo apresentada na Tabela 2.1, os farmacos podem ser classificados em
quatro categorias, de acordo com o Biopharmaceutics Classification System (BCS), dependendo da
sua solubilidade e da permeabilidade, como indicado na Figura 2.1. A permeabilidade é definida como
0 grau de absorc¢do intestinal (fraccdo de dose absorvida) de uma substéncia activa de um farmaco, em
seres humanos ou em ensaios da taxa de transferéncia de massa através da mucosa intestinal. Segundo
0 BCS, este classifica um farmaco como altamente permeével quando a fraccdo de dose absorvida é

igual ou superior a 90 % (16).
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Dose 1 10000

Classel Classell
Elevada Solubilidade Baixa Solubilidade
Elevada Permeabilidade | ElevadaPermeabilidade

Classelll ClasselV
Elevada Solubilidade Baixa Solubilidade
Baixa Permeabilidade Baixa Permeabilidade

Permeabilidade — absorc¢ao intestinal

<€

Solubilidade —dissolucdo no intervalo de pH fisioldgico

Figura 2.1 — Classificacdo dos farmacos pelo BCS em quatro categorias de acordo com a sua solubilidade e
permeabilidade (15).

Neste sistema, a solubilidade é normalmente avaliada recorrendo a definicdo de ndmero de
dose (Dose), estabelecido como a razdo entre a maior dosagem de farmaco administrado num
determinado volume (normalmente considerando 250 mL, que corresponde a um copo de agua) e a
solubilidade de saturacdo que o farmaco apresenta em agua, ambos medidos em mg/mL. Quando Dose
apresenta um valor menor que 1 significa que o farmaco é altamente soltvel, enquanto que Dose
superior a 1 indica que o composto tem baixa solubilidade. De uma forma mais simples, Dose indica o
namero de copos de gua que seriam necessarios para dissolver o PAF na sua dosagem mais elevada.
Por outro lado, a permeabilidade é avaliada através da parti¢do do principio activo na sua forma neutra
entre octanol e agua. Existe uma referéncia padrdo utilizada para definir o limite entre uma
permeabilidade reduzida ou elevada sendo o coeficiente de particdo octanol — &gua (log P) do
metoprolol, que apresenta um valor de log P de 1,72. Os compostos que apresentem um valor superior
ao de referéncia (log P > 1,72) séo classificados como altamente permeaveis, devido ao metoprolol
ser 95 % absorvido no tracto gastrointestinal (15).

As técnicas desenvolvidas para 0 aumento da solubilidade de principios activos farmacéuticos
baseiam-se em alteracfes das suas propriedades fisico-quimicas e encontram-se normalmente
divididas em duas classes, modificacfes quimicas e modificacdes fisicas, dentre as quais fazem parte a
modificacdo de formas cristalinas, a dispersdo de farmacos em transportadores (misturas eutécticas,
dispersdes sdlidas, solucbes solidas), a formacdo de complexos através da utilizacdo de agentes
quelantes, a solubilizacdo através de surfactantes (microemulsdes) e a reducdo do tamanho das
particulas (17). De entre estas técnicas destacam-se utilizacdo de microemulsdes, co-solventes,

particulas de tamanho reduzido, que se encontram detalhadas seguidamente.
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2.2.1. Microemulsdes

As microemulses sdo misturas contendo duas fases liquidas imisciveis (uma hidrofilica e
outra hidrofébica) e um agente tensioactivo. Em contraste com as emulsdes, que sdo cineticamente
estaveis mas termodinamicamente instaveis, as microemulsdes sdo termodinamicamente estaveis, ndo
necessitando de utilizacdo de quantidade grande de energia ou de outras condigdes para a sua
formacdo. Apesar de serem designadas por microemulsfes, as gotas da fase dispersa em
microemulsdes apresentam dimensdes na ordem de ~ 10 nm (18; 19).

As microemulsdes sdo utilizadas para solubilizacdo e transporte de farmacos praticamente
insolUveis em agua, ou seja, com solubilidade inferior a 0,1 mg/mL (20). Este método de solubilizago
¢ moderadamente ajustavel, pois pode ser utilizada uma grande variedade de agentes tensioactivos
para se obter o nivel desejado de solubilidade. Um inconveniente das microemulsGes é a elevada
concentragdo de tensioactivo, ndo permitindo sua administracéo intravenosa (12; 21).

Um outro tipo de emulsdo utilizada para aumentar a solubilidade de um farmaco em agua € o
sistema auto-emulsionante de entrega de farmacos ou SEDDS (Self-Emulsifying Drug Delivery
Systems) (22). Neste método, para além de duas fases liquidas imisciveis e um tensioactivo, adiciona-
se ainda um co-tensioactivo e um co-solvente, dando origem a uma solugdo transparente isotropica na
auséncia de agua, o que permite a formacdo de uma emulsdo in situ no tracto gastrointestinal. Este
método é muito utilizado para aumentar a dissolucdo de um farmaco lipofilico e a absor¢ao no tracto
gastrointestinal (23). Da mesma forma que as microemulsdes, a elevada percentagem de surfactante
usada nesta metodologia (30 - 60 %) pode originar uma instabilidade quimica e irritar o tracto

gastrointestinal, se for utilizado a longo prazo.

2.2.2. Co-Solventes

Outra forma de aumentar a solubilidade em agua de um farmaco pouco sollvel é a adi¢do de
um solvente miscivel com a agua (co-solvente) e no qual o farmaco tenha uma boa solubilidade (24).
Historicamente, esta é uma das técnicas mais utilizadas porque é simples de produzir e avaliar, e ainda
pode ser utilizada em formulacBes de sélidos e liquidos. Exemplos de co-solventes sdo o
propilenoglicol (propano-1,2-diol) e o etanol (12; 20).

A escolha do co-solvente pode influenciar a estabilidade quimica e a constante de dissociacdo
do farmaco, bem como a viscosidade e tensdo superficial da solucdo. A alteracdo destas propriedades

pode ter um efeito notorio sobre a biodisponibilidade do fArmaco em questéo (12; 24; 25).
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2.2.3. Particulas de tamanho reduzido

O tamanho da particula do farmaco estd directamente relacionado com a velocidade de
dissolucao deste, uma vez que quanto menor for a particula, maior sera a area de superficie, e uma
maior area de superficie permite uma maior interaccdo com o solvente, resultando numa maior
dissolucdo do farmaco (20; 26). No desenvolvimento de farmacos é usual estudar-se a solubilidade de
um farmaco a um tempo definido, mimetizando o tempo disponivel para absor¢do no organismo.
Desta forma, pode-se afirmar que a solubilidade de um farmaco a um determinado intervalo de tempo
esta relacionada com o tamanho da particula apresentada.

Os métodos convencionais utilizados para reduzir o tamanho das particulas dos farmacos sédo
geralmente a moagem ou trituracdo e a secagem por atomizagdo (12). Um dos inconvenientes da
utilizacdo destes métodos é a geracdo de grandes quantidades de calor, aumentando a temperatura, 0
que pode ocasionar a decomposicdo de farmacos termosensiveis ou instaveis. Adicionalmente,
verificou-se que estes métodos eram incapazes de reduzir o tamanho das particulas de muitos dos
farmacos insoluveis (20; 26).

Para além dos métodos convencionais, novos métodos alternativos tém sido desenvolvidos
para os PAFs muito insollveis, nomeadamente as nano-suspensdes e a microionizacdo. As nano-
suspensdes consistem na combinagdo do farmaco insoldvel com um determinado agente tensioactivo,
que origina uma dispersdo coloidal a escala nano. A microionizacdo € realizada por utilizacdo de
moinhos de jacto para aumentar a area superficial. A técnica de microionizacdo nao é adequada para
farmacos que apresentem uma Dose elevada pois ndo existe modificacdo quimica do farmaco, nédo
alterando a sua solubilidade de saturacdo. No entanto, esta técnica melhora a absorcdo digestiva e,

consequentemente, a sua biodisponibilidade e eficacia clinica (9; 20; 27).

2.3. Balanco Lipofilico-Hidrofilico

O caracter lipofilico dos farmacos encontra-se directamente relacionado com as suas taxas de
absorcdo e distribuicdo no organismo, sendo por isso um factor de extrema importancia do desenho de
novos PAFs. Os farmacos quando sdo veiculados no organismo, antes de exercerem qualquer efeito
terapéutico necessitam primeiro de passar as varias barreiras celulares que existem no organismo, quer
por difusdo passiva, quer mediada por transportadores. As barreiras que os farmacos tém de
ultrapassar até conseguirem atingir o local de accdo podem ser fisicas (como as membranas), fisico-
quimicas (como a solubilidade e o pH do meio) ou bioquimicas (metabolismo), como esquematizado

na Figura 2.2. Cada barreira atenua a quantidade de farmaco que chegara ao local de accdo (28).
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Figura 2.2 - Esquema descritivo das barreiras que os farmacos necessitam de atravessar até atingirem o local de
accao terapéutica (28).

Deste modo, é necessario o estudo da afinidade das moléculas que constituem o farmaco para
o ambiente lipofilico com que se ira deparar e a presenca de diferentes pHs dos locais de absorgao, de
forma a este apresentar uma capacidade de interagir com o alvo biolégico (29). Vérios modelos tém
sido utilizados para descrever a lipofilicidade de PAFs, ou melhor, o balango entre o hidrofilicidade de
farmaco, essencial para a sua solubilizagdo, e a lipofilicidade, promovendo a absorcdo através da
membrana celular. O mais simples e também o mais utilizado destes modelos é a particdo em n-
octanol — &gua (Kow’s) (30), onde o octanol mimetiza de forma simplista as membranas
fosfolipidicas. Este parametro é definido como a razdo entre as concentrages de um PAF, numa

mistura de bifasica de octanol e agua, em equilibrio (31) e é descrita pela equacédo (2.1),

[soluto],
K, = ——— 2.1
o/w [solutolyy (2.1)
onde [soluto], e [soluto],, sdo a concentracdo de soluto na fase rica em octanol e na fase rica em agua,
respectivamente (32). Os Kow’s podem ser correlacionados com as caracteristicas farmacodinamicas e
farmacocinéticas dos PAFs. Compostos que possuam um elevado coeficiente de particdo octanol —
adgua sdo preferencialmente distribuidos em compartimentos hidrofébicos, como as bicamadas

lipidicas da células, enquanto que compostos que apresentam baixos coeficientes de particdo octanol —
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agua encontram-se preferencialmente distribuidos em compartimentos hidrofilicos, como o soro do
sangue (33).

A determinacdo experimental dos Kow’s ¢ bastante complexa devido a formagao de emulsdes,
por solubilizacdo de pequenas quantidades de octanol na fase aquosa. Os métodos experimentais mais
utilizados na determinag¢do de Kow’s dividem-se em métodos directos, como o método de “shake
flask” e da agitacdo lenta, ou indirectos, como o método de gerador de coluna (GC), o método de
cromatografia liquida de fase reversa de alta eficiéncia (RP-HPLC) e de camada fina (RP-TLC) (34).
O método recomendado pelas normas OCDE na determina¢ao de Kow’s é o da agitacdo lenta para
evitar a formacdo de emulsfes e permitir a medicdo rigorosa do Kow. No entanto, em muitos casos, a
utilizagdo cuidada do método de “shake flask” conduz a resultados semelhantes, sendo mais expedito.
Ambos estes métodos podem ser utilizado para determinar Kow’s numa vasta gama de valores e sdo

aplicaveis a maioria dos compostos (35).

2.4.  Principios activos farmacéuticos no estado solido

Mais de 50 % dos farmacos que se encontram no mercado sdo vendidos na forma de sais
organicos (36; 37). A salificagdo (isto é, a formacdo de um sal) de um principio activo farmacéutico é
um passo crucial no desenvolvimento de novos farmacos, pois esta técnica tem normalmente um
grande impacto sobre as propriedades do PAF, incluindo solubilidade, taxa de dissolucéo,
higroscopicidade e estabilidade. Os ides mais frequentemente utilizados em sais farmacéuticos
aprovados pelas autoridades reguladoras sdo o catido sodio e o0 anido cloreto (38).

A induastria farmacéutica desenvolve sobretudo PAFs em formas sélidas, principalmente por
razdes de pureza, estabilidade térmica, fabrico, e também facilidade de manuseamento (39). No
entanto, os problemas associados com a forma farmacéutica no estado sélido de muitos farmacos
continuam a existir, nomeadamente problemas relacionados com a formag&o de polimorfismos, baixa
solubilidade, baixa biodisponibilidade e cristalizag&o esponténea de formas amorfas (38; 40; 41).

Os principios activos farmacéuticos podem existir em diferentes formas sélidas, tais como
polimorfos, solvatos/hidratos, sais, co-cristais e solidos amorfos, como apresentado na Figura 2.13.
Geralmente, cada forma farmacéutica apresenta caracteristicas especificas, nomeadamente
propriedades quimicas, fisicas, mecéanicas e térmicas, que influenciam a solubilidade, taxa de
dissolucdo, biodisponibilidade, higroscopicidade, ponto de fusdo, estabilidade, entre outras

propriedades do farmaco (36).
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Figura 2.3 — Diferentes formas solidas apresentadas por principios activos farmacéuticos (36).

As moléculas que constituem os farmacos sdo geralmente compostas por multiplos grupos
funcionais com estruturas quimicas complexas, que podem existir em varias conformagdes (39). O
empacotamento molecular ocasiona a formacao de varios conférmeros, como polimorfos, co-cristais
ou solvatos. Cada composto novo, criado a partir das diferentes conformacBes apresentardo
propriedades fisicas, quimicas, mecanicas e biofarmacéuticas Unicas (39; 42).

2.4.1. Desvantagens de PAFs no estado sélido

Como discutido anteriormente, uma pequena diferenca na estrutura dos PAFs pode alterar as
suas propriedades, tais como o ponto de fusdo, a solubilidade, a densidade, a sua forma, a velocidade
de dissolucéo, entre outras, o que provoca uma alteracdo nas propriedades biol6égicas dos compostos
activos farmacéuticos (39). Os solidos organicos moleculares sdo classificados em amorfos e
cristalinos, onde estes ultimos se subdividem em polimorfos, solvatos e hidratos (43).
Aproximadamente 50 % dos principios activos farmacéuticos conhecidos sdo polimorfos, 27 %
hidratos e 13 % solvatos (39; 44).

Infelizmente, a deteccdo de uma nova estrutura cristalina de um determinado farmaco nem
sempre acontece antes da sua aprovacdo em todos os ensaios clinicos pelas autoridades reguladoras.
Um exemplo desta problematica é o principio activo farmacéutico ritonavir (comercializado sob o
nome de Norvir™) (45). Este farmaco foi desenvolvido pela Abbott Laboratories e foi comercializado
em 1996, sob duas formas farmacéuticas, uma liquida e uma sélida. Ao longo dos ensaios clinicos,

apenas um tipo de ritonavir cristalino foi identificado. No entanto, apds 240 lotes de sucesso de
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ritonavir, verificou-se que este PAF podia converter-se em outra forma polimérfica durante o processo
de fabrico. Esta nova forma polimorfica detectada demonstrou ser menos soluvel e, portanto
apresentar uma biodisponibilidade muito menor em relacdo ao ritonavir inicial. Perante estes
desenvolvimentos a Abbott Laboratories decidiu terminar com o fabrico do farmaco Norvir™ e
recolheu todos os produtos existentes no mercado (45; 46).

Existe uma série de factores que podem influenciar a alteracdo da estrutura de cristalizacéo de
um farmaco, como a temperatura, o solvente, a agitacdo, o pH da solucdo, as impurezas, a
concentracdo de saturacdo, entre outros (47). A variacdo da temperatura altera as interaccBes
intermoleculares, a solubilidade e a frequéncia de colisdo entre as moléculas do farmaco, sendo este
altimo um dos factores predominantes na nucleagdo, crescimento e transformacdo de polimorfos (48).
Os varios problemas associados a formulacdo de PAFs no estado solido dificultam o isolamento, o
fabrico e a acgdo terapéutica destes compostos. Deste modo, torna-se necessaria a implementagéo de
novas estratégias. Desenvolvimentos recentes indicam que PAFs conhecidos podem ser convertidos
em sais liquidos a temperatura ambiente. Estes novos compostos evitam naturalmente os problemas
associados ao estado sélido (38) e possuem ainda propriedades Unicas, como por exemplo,
solubilidades e taxas de dissolu¢do melhoradas, que tém um impacto directo sobre a farmacocinética e
a farmacodindmica do farmaco. A producdo de um sal liquido a temperatura ambiente, ou com um
ponto de fusdo baixo quando comparado com farmacos convencionais, esta relacionada com a escolha
criteriosa do contra-ido (49; 50). Estes sais liquidos representam uma nova estratégia de veiculacdo de
PAFs, pois visam simultaneamente solucionar as questdes relacionadas com o estado sélido e desenhar

um vasto conjunto de novas propriedades.

2.5.  Liquidos iénicos

Os liquidos i6nicos (LIs) sdo convencionalmente definidos como sais organicos com um ponto
de fusdo inferior a 100 °C (3; 51). Estes compostos sdo constituidos por um catido organico e um anidao
organico ou inorgénico. Os liquidos i6nicos mais utilizados sdo baseados num namero restrito de
familias de catides, como imidazdlio, piridinio, pirrolidinio e aménio, que se encontram ilustrados na
Figura 2.4, e que sdo conjugados com uma enorme variedade de familias de aniGes, desde o
bis(trifluorometilsulfonil)imida ([NTf,]") ao cloreto, passando por familias de bases conjugadas de

acidos organicos, descritas posteriormente.
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Figura 2.4 — Estruturas quimicas dos catifes utilizados em LlIs, adaptado de (52).

A diminuicdo do ponto de fusdo em relacdo aos sais convencionais € devido a assimetria entre
0 catido e o0 anido e também de outros factores, como a distribui¢do de carga nos ides, a capacidade de
formar ligagOes de hidrogénio, a simetria dos ides e também pelas interac¢des de Van der Waals (53).

Cada catido pode apresentar-se de varias formas, desde mono a tetra substituido, o que
significa que a estrutura e o peso molecular dos catides € fortemente variavel.

Em relacdo aos anibes que sdo geralmente utilizados para formar LIs, podem ser associados
em quatro grupos distintos. O primeiro grupo diz respeito aos LIs de 12 geracdo, cuja acidez pode ser
variada de acordo com os sistemas utilizados e das quantidades relativas de cada componente,
constituidos por AICI; e sais organicos, como o 1-butil-3-metilimidazélio ou [C,MIM][CI]. Este grupo
representa os liquidos i6nicos acidos de Lewis. Quando existe um excesso de sais organicos, sdo
designados por LIs bases de Lewis e quando existe quantidades equimolares de sais organicos e de
AICl;, estes sdo associados a liquidos ionicos neutros de Lewis. Este grupo de Lls apresenta a
caracteristica de serem extremamente higroscopicos, e por isso a sua manipulagéo sé é possivel sob
atmosfera seca (54; 55).

O segundo grupo baseia-se em sistemas constituidos por anides como o [PF¢], [BF.], €
[SbF¢] . Este grupo apresenta a desvantagem de reagirem de forma exotérmica com acidos fortes de
Lewis, tais como AICI; e 4gua. O terceiro grupo pertence aos LIs formados por anifes como
[CF3CO;], [(CF3SO,),N] = [NTf,]" , entre outros da mesma familia de compostos. Este grupo é
caracterizado por apresentar reac¢fes muito estaveis, baixos pontos de fusdo, baixas viscosidades e

elevadas condutividades (54).
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Por fim, o quarto grupo de compostos baseia-se em anibes como alquilsulfatos e
alquilsulfonatos. Estes compostos ndo contém na sua constituicdo atomos de fldor, por isso 0s
respectivos liquidos idénicos podem ser facilmente preparados através de reac¢fes com bases organicas
de alquilsulfatos e alquilsulfonatos (55). Os anifes mais usuais na constituicdo de LIs encontram-se

esquematizados na Figura 2.5.
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Figura 2.5 - Representacgdo da estrutura quimica dos anides utilizados nos Lls: a) haletos (CI',F,Br’,I'); b)
nitrato; c) clorato; d) alcanoato; ) dicianamida; f) hidréxido; g) trifluorometanosulfonato; h)
[bis(trifluorometil)sulfonil]imida; i) hexafluorofosfato; j) tetrafluoroborato; k) sulfato de alquil; I) haleto de
metal; m) aniBes cloroaluminatos.

Através das diferentes combinacdes de catiGes e anides, estes compostos podem apresentar
inimeras e diferentes organizacBes estruturais, que lhes conferem propriedades fisico-quimicas
particulares (56; 57), como é o caso da sua reduzida pressdo de vapor, baixa inflamabilidade, elevada
estabilidade térmica e quimica, densidade e viscosidade variaveis dependentes da seleccdo do catido e
anido, tal como uma larga gama de solubilidades em agua e em solventes organicos comuns. Ainda a
destacar o baixo ponto de fusdo, sendo esta a propriedade fisica que os distingue dos outros sais (58).

Outra propriedade Unica nos liquidos i6nicos é a presenca de estrutura, a escala nano, no
estado liquido (59). Estas propriedades advém do facto de os liquidos i6nicos apresentaram uma
grande diversidade de interac¢des intermoleculares e coulémbicas devido a presenca de ides, pontes de
hidrogénio e ligacdes dipolo-dipolo devido a introducdo de grupos funcionais polares e ligagdes de
van der Waals devido a presenca de cadeias alquilicas apolares. Quando estes tipos de interaccoes
existem numa extensao suficientemente grande para formar um dominio, ocorre a nanosegragacao
(60). Esta propriedade é extremamente importante na aplicacdo dos liquidos i6nicos como solventes,
pois permite-lhes acomodar solutos com distintas propriedades, o que ndo acontece com solventes
organicos.

A investigacdo na area cientifica dos liquidos idnicos tem verificado um grande crescimento

nos ultimos anos, como se pode verificar na Figura 2.6. Embora exista ja um conjunto consideravel de
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liquidos idnicos razoavelmente caracterizados, o conhecimento e compreensdo das propriedades
quimicas, fisicas e bioldgicas dos LlIs é ainda bastante limitado quando comparado com a informacao

existente em relagéo aos solventes organicos convencionais (61).
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Figura 2.6 - Namero de artigos publicados por ano sobre LIs (valores retirados do Isi Web of Knowledge no dia
24 Julho de 2012 consultado em http://apps.webofknowledge.com).

No entanto, devido ao elevado nimero de combinacdes de catiGes e de anibes disponiveis para
sintetizar liquidos i6nicos (cerca de 10°), ainda existem inGmeros componentes desta familia
disponiveis para estudar.

Os primeiros LIs desenvolvidos foram estudados na area da Electroquimica. Deste modo tém
sido cada vez mais investigadas as aplicacBes dos liquidos i6nicos como electrélitos para pilhas de
combustivel e baterias, pelo facto de possuirem uma elevada condutividade e também uma
volatilidade praticamente desprezavel. Estas propriedades sdo também utilizadas para a preparacéo de
células fotovoltaicas e no fabrico de lubrificantes (62; 63).

Podemos ainda acrescentar que os LIs tém também a capacidade de serem utilizados em
diversos processos quimicos, tais como em sintese organica, em catalise, em extracdes de metais
pesados da &gua, na area de tratamentos de efluentes e noutras aplicagdes mais recentes em areas da
Quimica-Fisica, da Quimica Analitica e também da Biotecnologia, de forma a reduzir a quantidade de
solventes organicos volateis (VOS’s) utilizados na industria (61,64 — 66).

Os LlIs apresentam ainda propriedades interessantes para a sua utilizacdo bioldgica, como em
processos de biomassa, entrega de farmacos, em produtos de higiene e cuidados pessoais, entre outros.
A utilizacdo de LIs no contexto da quimica verde tem ocasionado um namero crescente de utilizagdes

devido ndo soO a sua reduzida pressdo de vapor, mas também devido a possibilidade de reciclar estes
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compostos em processos quimicos tornando-os ambientalmente mais limpos e eficientes (67). Na

Figura 2.7 encontra-se de forma resumida e agrupada, as aplicagdes dos LIs pelas diversas areas (68).
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Figura 2.7- Resumo de todas as possiveis aplica¢fes dos LlIs (69).

A investigacdo na &rea dos LIs tem vindo a evoluir exponencialmente ao longo dos ultimos
anos, com o intuito da descoberta de propriedades ou aplicagdes promissoras, 0 que originou 0
desenvolvimento progressivo de trés geracOes de LIs (3). A primeira geracdo diz respeito a sintese de
LIs com propriedades fisicas Unicas e reajustaveis, como é o caso da viscosidade, pontos de fuséo,
densidade, estabilidade térmica, entre outras. A segunda geracdo corresponde aos LIs baseados em
propriedades quimicas Unicas que sdo combinaveis com as propriedades fisicas dos LIs de primeira
geracdo para producdo de novos materiais e processos mais sustentaveis. Por Gltimo e mais
recentemente, uma terceira geracdo de compostos foi sintetizada, que tém como alvo potenciar as
propriedades bioldgicas interessantes que os LIs podem exibir e que podem ser finamente manipuladas
em conjunto com as propriedades quimicas e fisicas (3).

No contexto da 32 geracdo de LlIs, existem algumas propriedades que merecem especial relevo

como por exemplo, a elevada estabilidade térmica dos Lls, normalmente com temperaturas de
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decomposicao superiores a 300 °C, o que é importante do ponto de vista da sintese quimica de um
farmaco. Outras propriedades que sdo importantes nestes LIs sdo a densidade e a viscosidade, uma vez
que influenciam a escolha de solventes para a sintese e purificagdo, assim como a sua solubilidade em
agua de uma forma geral e em fluidos bioldgicos de forma particular e ainda em solventes organicos
ou lipossomas.

Normalmente, os Lls sdo mais densos do que a agua, com valores de densidade
compreendidos entre uma larga desde 1 a 1,6 g/cm®, embora existam algumas excepcdes em que 0s
LIs apresentam densidades inferiores a 1 g/cm?, como é o caso de LIs baseados em catides da familia
dos fosfonios (53; 55). Em relacdo a viscosidade, os LIs apresentam normalmente valores superiores
(1 a 3 vezes) aos solventes organicos convencionais. Este facto pode constituir uma desvantagem em
relacdo a utilizacdo de LIs, uma vez que afecta processos onde o passo limitante seja a transferéncia de
massa (53; 58), como por exemplo a solubilidade em &gua. No entanto, a elevada higroscopia dos LlIs,
mesmo dos mais hidrofébicos, faz com que exista pequenas quantidades de adgua nestes, diminuindo
de forma dréstica a sua viscosidade e facilitando a sua aplicacéo.

Um dos pardmetros primordiais para aplicacdo da 3% geracdo de liquidos idnicos é a sua
solubilidade em &gua e meios aquosos. Normalmente os LIs sdo conhecidos pelas suas excelentes
propriedades para uma vasta gama de substdncias organicas, inorganicas, componentes
organometéalicos, biomoléculas e ides metélicos (55). Estas propriedades estdo relacionadas com as
caracteristicas dos catides e anides que constituem o liquido iénico (69), e portanto de um variado
numero de forgas intermoleculares, como i6nicas, dipolo-dipolo, hidrogénio, forcas de van der Waals,
e interagdes 7-m (61), como ja foi atrds mencionado. Por outro lado, a solubilidade dos LIs em &gua e
em sistemas aquosos é a propriedade mais interessante do ponto de vista da aplicagdo de LlIs
bioldgicos. A afinidade de um LI pela dgua pode variar largamente, desde compostos completamente
sollveis em agua até compostos completamente insollveis em agua. A solubilidade em agua tem sido
uma das propriedades intensamente estudada pela comunidade cientifica dos liquidos iénicos e pode-
se neste momento afirmar que a solubilidade em agua depende especificamente da natureza do anido,
do tamanho da cadeia carbonada do catido e da temperatura (70).

Outro aspecto a considerar, é o facto de muitos LIs serem substancias anfifilicas, constituidas
por uma parte apolar ou hidrofébica, que consiste geralmente numa cadeia longa de hidrocarboneto, e
por uma parte polar ou hidrofilica. Este cardcter duplo do anfifilico confere-lhes uma actividade
superficial e uma capacidade de se auto-organizarem espontaneamente ou formarem agregados em
solugdo aquosa, que sdo designados por micelas (71). Quando presente em baixas concentracfes, o
composto encontra-se na forma de mondmero e favorece a disposicéo sobre a superficie, mas a medida
que a concentracdo de surfactante aumenta, a superficie acaba por ficar saturada, e as moléculas
comegam a reorganizar-se na forma de micelas, como ilustrado na Figura 2.8. Esta concentracdo é

designada por concentracao micelar critica (CMC) (72; 73).
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Figura 2.8 — Esquema ilustrativo da presenca de monémeros em solucdo antes da CMC e a formacao de micelas
apos a CMC.

O estudo de agentes tensioactivos e do seu papel na area farmacéutica é de extrema
importancia, especialmente no que diz respeito a sua capacidade de solubilizar farmacos hidrofébicos,
aumentando a sua biodisponibilidade. No entanto, no caso de liquidos i6nicos pertencentes a terceira
geracgdo os proprios PAFs podem ter caracter anfifilico ndo necessitando de um agente emulsionante

externo.

2.6.  Liquidos i6nicos como principios activos farmacéuticos

O potencial da aplicacéo de LIs na formula¢do/processamento de PAFs é proeminente, desde a
sintese de LlIs biologicamente activos até a utilizacdo de LIs como meio de concentragdo de PAFs,
explorando também as excelentes propriedades de solvatagéo dos LlIs.

A formulagdo de liquidos ionicos baseados em principios activos farmacéuticos oferece um
conjunto de novos compostos com propriedades, tais como estabilidade, solubilidade, permeabilidade
e biodisponibilidade, melhoradas quando comparados com os PAFs de partida. A utilizacdo de um
PAF na forma liquida & temperatura ambiente conduz & eliminacdo de polimorfos associados a
existéncia de varias formas cristalinas (3; 38; 74).

Do ponto de vista farmacéutico, a formulacdo de PAFs na forma de liquido idnico é bastante
atractiva, pois o contra-ido pode ser seleccionado de modo a minimizar/eliminar os efeitos secundarios
indesejaveis, ou permitir novas terapias, como por exemplo pela aplicacdo de principios activos em
ambos os ides (74; 75).

A formulacdo de LIs como principios activos farmacéuticos tem sido uma area pouco
investigada e descrita na literatura. De acordo com o trabalho desenvolvido por Kumar et al (37), 0s
LIs baseados em PAFs foram agrupados de acordo com a sua actividade biol6gica. Este agrupamento

divide-se em duas classes, onde a actividade bioldgica pode resultar apenas do catido ou da
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combinagdo de um anido activo e um catido activo. Exemplos destes compostos associados a sua
acc¢do bioldgica, sdo o caso da Piridostigmina onde apenas o catido tem propriedade farmacol6gica e o
exemplo do Ascorbato de nicotinamida, onde tanto o catidfo como o0 anido apresentam accdo
terapéutica (37). Recentemente, os estudos tém-se focado essencialmente no desenvolvimento de
liquidos i6nicos farmacéuticos, onde tanto o anido como o catido sdo biologicamente activos, e sdo
seleccionados de acordo com as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas desejadas (50).

Outras das abordagens que se tem verificado nesta area, assim como no trabalho desenvolvido
por Ferraz et al (3; 51), é o desenvolvimento de métodos eficientes de sintese de liquidos i6nicos
baseados em principios activos farmacéuticos, neste caso utilizou-se como PAF um farmaco da familia
dos antibidticos B-lactamicos, como a ampicilina, com propriedades terapéuticas relevantes. Foi
publicado também recentemente pelo autor Stoimenovski et al, o desenvolvimento de PAFs que foram
combinados com contra ides capazes de diminuir o ponto de fusdo para temperaturas inferiores a
temperatura ambiente. Esta abordagem consiste no emparelhamento do ido biologicamente activo com
um contra-ido que corresponde ao excipiente (38).

Neste trabalho foram estudadas propriedades de liquidos iénicos formulados com base em
duas grandes familias de principios activos farmacéuticos: os antibidticos (B-lactamas, como a
ampicilina; quinolonas, como o &cido nalidixico; antituberculosos, como o acido 4-aminosalicilico e o
acido pirazindico; antibacterianos, como o &cido picolinico) e anti-inflamatdrios ndo esterodides
(ibuprofeno, naproxeno e acido niflimico). De acordo com a Tabela 2.1 na seccéo 2.2. do capitulo 2, a
ampicilina apresenta um valor de solubilidade em &gua de 20,26 mg/mL, sendo considerada como um
PAF que apresenta uma solubilidade reduzida a moderada. O ibuprofeno e 0 naproxeno apresentam
valores de solubilidade em agua e a 25 °C, de 0,020 — 0,080 mg/mL (76) e 0,042 mg/mL (77)
respectivamente, podendo ser considerados como praticamente insolGveis em agua, uma vez que a sua
solubilidade é 250 a 1000 vezes inferior ao valor atribuido para um composto insoltvel (20 mg/mL).

Os restantes &cidos organicos com propriedades bioldgicas utilizados neste trabalho também
apresentam solubilidades bastante baixas em agua, como se pode verificar por consulta da Tabela 3.5
do capitulo 3. Estes principios activos farmacéuticos foram combinados com vérios catifes
normalmente de baixa toxicidade, biocompativeis e com potencial aplicacdo na industria farmacéutica.
As estruturas quimicas dos Lls utilizados neste trabalho encontram-se ilustradas nas Figuras 2.9 e
2.10.
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Figura 2.9 — Estrutura quimica e anacronico dos LIs utilizados neste trabalho, baseados nos PAFs de
Ampicilina, Ibuprofeno e Naproxeno: (i) [TEA][AMP]; (ii) [Niir2on][Amp]; (iii) [CoMIM][AmMP]; (iv)
[OHCMIM][AmMP]; (V) [C1Pir][Amp]; (Vi) [Nui1z0n][1bu]; (vii) [OHC:MIM][Ibu]; (viii) [CePir][Ibu]; (ix)
[Aliquat][Ibu]; (x) [Pe,e,14l[1bul; (xi) [N11120n][Nap]; (xii) [OHC,MIM][Nap].
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Figura 2.10 — Estrutura quimica e anacrdnico dos LIs utilizados neste trabalho, baseados em diferentes PAFs
baseados sempre no mesmo catido, a colina: (i) [N11120n] [Nif]; (ii) [N111201][Nal]; (iii) [N11120n][Picl; (iv)
[N111200][Pir]; (v) [N111201][4-aminosal].

As infeccGes sdo muito usuais e S0 responsaveis por um grande numero de doengas que
afectam negativamente a saude humana. A maioria das doencas infecciosas é causada por bactérias e
podem ser prevenidas, controladas e tratadas através de antibidticos. Um antibi6tico é uma substancia
gue é capaz de controlar o crescimento ou mesmo levar a morte de outro microrganismo, como
bactérias, virus, fungos ou protozoarios (78; 79). Uma das classes de antibiéticos mais utilizada séo o0s
B-lactdmicos, que inclui a penicilina e os seus derivados, como a penicilina V, a penicilina G, a
amoxicilina e a ampicilina. A ampicilina ¢ um antibidtico semi-sintético e é classificado como
bactericida que apresenta um largo espectro de acgdo (80; 81). Este tipo de antibidticos apresentam
accdo terapéutica sobre varios tipos de infecces como meningintes, febre paratifdide, faringite
bacteriana, gonorreia, pneumonias, produzidas essencialmente por bactérias gram-positivas e gram-
negativas como enterococcus, E. coli e Salmonellas. A ampicilina é absorvida por via oral e parenteral,
e distribui-se pelos tecidos, sendo encontrados niveis elevados no pulmdo, figado, rins e pele (82). A
ampicilina é comercializada sob o nome de Ambezetal, Ampicil, Ampicilina, Amplitor, Binotal,
Cilinon, Cilipen, Duampin, entre outros (83).

As quinolonas correspondem a outra classe de antibidticos, que pertencem a um vasto grupo
de agentes antimicrobianos sintéticos e que podem ser facilmente manipulados, do qual faz parte o
acido nalidixico, que foi a primeira quinolona a ser sintetizada (84). O &cido nalidixico foi muito
utilizado no tratamento de infec¢Bes do tracto urinério, provocado por bactérias gram-negativas. No
entanto, veio a verificar-se uma utilizacéo clinica muito limitada devido & alta incidéncia de efeitos
secundarios, elevada resisténcia bacteriana e caracteristicas farmacocinéticas (85). O &cido nalidixico é

comercializado sob o nome de Nevigramon, Neggram, Wintomylon, entre outros (86).
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A pirazinamida € um dos antibi6ticos mais utilizados e disponiveis no mercado com acgdo
terapéutica para a tuberculose. Este tipo de doenga persistente, infecciosa e letal é causada pelo virus
Mycobacterium Tuberculosis (87). A pirazinamida € um biopercursor do acido pirazindico, que é
portanto um dos seus metabolitos activos e que apresenta uma melhor penetracdo na parede celular das
micobactérias e assim torna-se mais eficiente (88). Outro antibiotico utilizado para o tratamento da
tuberculose é o &cido 4-aminosalicilico, possuindo ainda outras acgdes terapéuticas (89). O &cido
pirazindico é comercializado sob 0 nome de Pirazinamida, enquanto que o &cido 4-aminosalicilico é
comercializado sob 0 home de Paramino-Corazida (90).

Por fim, outro dos compostos estudados ao longo do trabalho é o &cido picolinico, que € um
derivado do piridinio com a presenca de um grupo acido carboxilico na posigdo 2. Este é considerado
um isémero do acido nicotinico e é um catabélito do aminoéacido triptofano. Este acido actua
principalmente como um agente quelante de elementos, essencial no transporte de metais como o
crémio, 0 manganés, o zinco, o ferro, o cobre e 0 molibdénio (91).

Outra das familias de compostos mais utilizados e estudados neste trabalho sdo os anti-
inflamatdrios ndo esteréides (AINE’s). Estes compostos representam uma classe muito eficaz de
farmacos, embora com efeitos secundarios como complicagdes a nivel gastrointestinal. Os anti-
inflamatdrios ndo esteroides apresentam accao terapéutica no tratamento de dor, febre e inflamacao.
(92). Os anti-inflamat6rios ndo esterdides sdo acidos fracos, com valores de pKa entre 3 e 5, que
apresentam um elevado grau de ligacdo a proteinas no plasma (normalmente > 95 %) e pequenos
volumes de distribuicdo. A maioria dos AINE’s séo absorvidos no estbmago e na mucosa intestinal e
posteriormente, metabolizados pelo figado através de varias vias possiveis, geralmente por oxidacdo
ou através da conjugacdo de metabolitos inactivos e sdo por fim excretados na urina (93). Os membros
mais proeminentes deste grupo de farmacos sdo a aspirina, o ibuprofeno, o naproxeno e o acido
niflimico, que se encontram todos disponiveis no mercado, na maioria dos paises.

O ibuprofeno é um derivado do &cido propidnico, amplamente utilizado como analgésico e
antipirético, apresentando também accdo terapéutica no alivio sintomatico da dor de cabeca, dores
dentérias, dores musculares, febre, dor pds-cirdrgica e em inflamacdes, como as artrites. O seu nome
provém das iniciais do &cido iso-butil-propindico-fendlico (94). Este farmaco apresenta uma elevada
permeabilidade através do estdbmago, mas devido a sua solubilidade reduzida ndo consegue entrar na
circulacdo sistémica. Tal como outros AINE’s, 0 seu mecanismo de accéo relaciona-se com a inibicéo
da sintese de prostaglandinas 1,2. Embora o ibuprofeno seja amplamente utilizado, as informagdes
acerca das suas propriedades fisico-quimicas, tais como solubilidade ndo s&o abundantes (95; 96). O
ibuprofeno é comercializado sob 0 nome de Alivium, Advil, Motrin, Buscofem entre outras (97).

O naproxeno é derivado do &cido propidnico e a actua como inibidor das cicloxigenases
(COX) 1 e 2, tendo uma afinidade superior para a COX 2. Este farmaco apresenta accdo analgésica,
antipirética e anti-inflamatdria, sendo utilizado para a reducdo da dor, febre, inflamacgdo, pedras nos

rins, tendinites, enxaquecas, entre outros sintomas (98; 99). Este composto € comercializado sob
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varios nomes comerciais, como Anaprox, Nalgesin, Naposin, Naprelan, Naprogesic, Synflez, entre
outros (100).

Por fim, o &cido niflimico também se enquadra nos anti-inflamatérios ndo esterdides e é
utilizado com fins terapéuticos para a dor articular e muscular. E classificado como um inibidor de
COX 2 e foi também classificado como inibidor dos canais de cloro e pode ainda actuar sobre os
canais de GABA-A (101). Este composto é comercializado sob o0 nome de Nifluril (102).
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3. Seccao Experimental

Neste capitulo serd feita uma breve descricdo dos reagentes e materiais utilizados neste
trabalho, assim como, dos procedimentos experimentais utilizados na sintese de liquidos idnicos
biologicamente activos, i.e. baseados em principios activos farmacéuticos, determinacdo da sua
solubilidade em &gua e solugdes tampdo apropriadas, tais como fluido gastrico simulado, fluido
intestinal simulado e solugdo aquosa com forca idnica isotdnica, concentragdes micelares criticas e dos

coeficientes de particdo octanol — &gua dos mesmos.
3.1. Materiais — Reagentes e equipamento

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados vérios PAFs na forma de acidos, como
material de partida, que posteriormente foram transformados em liquidos i6nicos. No caso dos PAFs
ampicilina, ibuprofeno e naproxeno, utilizaram-se diversos catiGes, enquanto que no caso dos acidos
niflimico, nalidixico, picolinico, pirazindico e 4-aminosalicilico utilizou-se apenas o catido colina. Em
todos os casos, 0 PAF é introduzido como anido do liquido iénico. Este trabalho insere-se no projecto
PTDC/EQU-EPR/104554/2008 sob o tema Liquidos i6nicos como principios activos farmacéuticos
que é uma colaboracdo entre a Faculdade de Ciéncias e Tecnologia e o Instituto de Tecnologia
Quimica e Bioldgica, ambos pertencentes a Universidade Nova de Lisboa. Os liquidos ionicos
baseados na ampicilina, ibuprofeno e naproxeno foram sintetizados na Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia, de acordo com os procedimentos estabelecidos na bibliografia (51) e fornecidos ao
Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica que os caracterizou e efectuou os estudos de solubilidade,
particdo e efeito surfactante descritos neste trabalho. Os liquidos i6nicos baseados nos restantes acidos
foram inteiramente sintetizados no Instituto de Tecnologia Quimica e Biolégica no ambito dos
trabalhos conducentes a presente dissertagao.

Os é&cidos utilizados foram a ampicilina (pureza 100 %), ibuprofeno (pureza 100 %),
naproxeno (pureza 99,9 %), acido nalidixico (pureza 99,4 %), acido niflumico (pureza 99,0 %), &cido
4-aminosalicilico (pureza 99,7 %), &cido picolinico (pureza 98,8 %) e &cido pirazindico (pureza 99,6
%) que foram adquiridos da Sigma Aldrich.

Os liquidos idnicos utilizados com base nos PAFs ampicilina, ibuprofeno e naproxeno foram
obtidos através de um processo de sintese optimizado que permitiu obter os seguintes compostos com
rendimentos elevados (75 % - 95 %), sendo eles [Nyon][AMp]; [TEA][AmMp]; [C.MIM][AMp];
[OHC,MIM][Amp]; [Niizon][lbu]; [OHC,MIM][Ibu]; [Nii120n][Nap] e [OHC,MIM][Nap]. Os
restantes LIs formulados, que foram baseados sempre no mesmo catido e com diferentes PAF, foram
sintetizados em laborat6rio através de um método de sintese também optimizado, composto por dois
passos de reaccdo de resina de troca ionica, das quais se obteve 0s seguintes compostos com
rendimentos superiores a 75 % : [N11120n][Nal]; [N111201] [Nif]; [N111201][4-aminosal]; [N11120n][Pic] €
[Na111204][Pir].
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As designagdes e as estruturas quimicas dos LIs, nomeadamente dos PAFs em estudo e dos

catides utilizados na preparacdo dos liquidos i6nicos baseados em principios activos farmacéuticos

(LI-PAFs) encontram-se especificados na Figura 3.1 e Figura 3.2, respectivamente.

PAFs estudados
CH,
!
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Acido Pirazindico
(&cido 2-pirazinocarboxilico)

(&cido (RS)-2-(4-(2-
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piridinocarboxilico)
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OH

OH
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(&cido 4-amino-2-hidroxibenzoico)

Figura 3.1 — Estrutura quimica, abreviatura e designacdo IUPAC dos PAFs estudados, na forma de acidos.
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Figura 3.2 - Estrutura quimica, abreviatura e designacéo IUPAC dos catides utilizados na sintese de liquidos
iénicos.

As purezas destes liquidos idnicos sintetizados foram confirmadas por analise de RMN de
protdo 'H, e de carbono **C, como apresentado no anexo A, e também por anélise de FTIR e de massa
(ESI). Como os LlIs sdo extremamente higroscopicos, de modo a reduzir-se o teor em agua e a
presenca de compostos volateis, que podem ser considerados como impurezas e afectar as
propriedades dos respectivos LlIs, estes foram secos em condi¢cBes de vacuo constante e a uma
temperatura de aproximadamente 45 °C.

Apos o procedimento de secagem, o teor em &gua dos LIs foi determinado por Karl-Fischer
(Metrohm 831 Karl Fischer coulometer, Figura 3.3) que foi inferior a 500 ppm, e foram ainda
quantificadas as impurezas de halogenetos através de um eléctrodo de cloretos, que foi inferior a 5
ppm para todas as colinas.

Efectuou-se uma caracterizacdo térmica dos liquidos ionicos farmacéuticos recorrendo-se as
técnicas de DSC e TGA, utilizando-se para tal um aparelho TA Instruments modelo DSC Q200 e TA
Instruments modelo TGA Q50 (Figura 3.4), respectivamente.
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Figura 3.3 - Karl-Fischer utilizado (Metrohm 831 Karl Fischer coulometer).

b)

Figura 3.4 — a) TGA (TA Instruments modelo TGA Q50) e b) DSC (TA Instruments modelo DSC Q200)
utilizados.

Nos ensaios de determinagdo das solubilidades destes LI-PAFs recorreu-se a utilizagdo de um
Thermomixer Comfort, eppendorf 1,5 mL (Figura 3.5) para agitagdo constante das amostras a
temperatura constante e de uma centrifuga Heraeus Biofuge 28RS para obtencdo de uma separacéao de
fases eficaz. A quantificacdo do sobrenadante foi realizada por espetroscopia UV-vis usando um
SHIMADZU UV-1800, Pharma-Spec espectrophotometer (Figura 3.5). Na preparagdo de solucbes
para a construgdo de rectas de calibracdo e também para os respectivos ensaios, utilizou-se agua ultra
pura a 25 °C, de um sistema Millipore modelo Milli-Q elemento. Foram também utilizadas solucdes de
modo a simular condigdes fisioldgicas do corpo humano a 37 °C, nomeadamente uma solucdo de
tampdo fosfato pH=6,8, uma solucéo de acido cloridrico 0.1 M (CAS: 7647-01-0) e tabletes de cloreto
de sodio para a preparacdo de uma solucéo fisioldgica de cloreto de sédio, que foram adquiridos da
Sigma Aldrich.
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b)

Figura 3.5 — a) Termomixer (Thermomixer Comfort, eppendorf 1,5 mL) e b) espectrofotometro UV-vis (modelo
SHIMADZU UV-1800, Pharma-Spec espectrophotometer), utilizados nos ensaios de solubilidade.

Figura 3.6 - Condutivimetro (Radiometer Copenhagen CDM210 Conductivity Meter, Meterlab ) utilizado na
determinac&o das concentragfes micelares criticas.

O condutivimetro utilizado foi o Radiometer Copenhagen CDM210 Conductivity Meter,
Meterlab (Figura 3.6). Este equipamento foi previamente calibrado com uma solucéo padréo de KCI
de concentragdo de 0,01 D (demal) fornecida pela Radiometer Analytical, para varias temperaturas
obtendo-se uma conduténcia especifica de 1408,9 + 3,2 uS/cm para a temperatura de 25 °C, sendo esta
a temperatura de estudo de todos os liquidos i6nicos biologicamente activos com caracter surfactante.
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3.2.  Procedimento experimental

3.2.1. Sintese de LIs baseados em PAFs

Os liquidos idnicos baseados no catido colina e combinados com as bases conjugadas dos
acidos nalidixico, niflamico, picolinico, pirazindico e 4-aminosalicilico, foram preparados através de
dois passos de uma reaccdo de permuta idnica. Utiliza-se uma resina de troca aniénica (na forma OH)
para estabelecer a troca do LI na forma de haleto (cloro ou brometo) para hidrdxido, e posteriormente
a solugdo bésica é neutralizada pela adigdo de solugdes do PAF na forma éacida, em proporgoes
adequadas.

Numa primeira fase foi preparada uma solugdo aquosa de hidréxido de colina ([N111204][OH])
através da passagem de uma solucao aquosa de cloreto de colina ([N111204][CI]), de concentragdo 1M,
por uma coluna preenchida com resina de permuta anionica (Supelco ® AMBERLITE IRN78 da
Sigma Aldrich). O produto final obteve-se atraves de uma reacgéo de titulagdo acido-base, proveniente
da adicdo gota-a-gota de uma solugdo equimolar de cada um dos acidos a solucéo basica de hidroxido
de colina. A mistura foi mantida sob agitacdo e arrefecimento de um banho de gelo durante 12 horas, e
em seguida, a &gua foi evaporada sob pressdo reduzida. O produto resultante foi seco sob vacuo

durante um intervalo de tempo e temperatura apropriados.

3.2.2. Anélises Térmicas

3.2.2.1.  Analise Termogravimétrica (TGA)

Para determinar a gama de temperaturas de decomposicao térmica de cada LI estudado, foi
realizada uma analise termogravimétrica (TGA) através da utilizagdo de um equipamento TA
Instruments TGA — Q50.

Nas medic¢Ges de TGA foi utilizado azoto com um caudal de 60 mL/min e foram colocadas
cerca de 10 mg de LI numa pan de aluminio com tampa e posteriormente analisada. As amostras
foram aquecidas a 600 °C, a uma velocidade de 1 °C/min até ser atingida a degradacdo da amostra. De
forma a garantir que toda a agua ou solvente residual € removido do composto, o ciclo permaneceu a
uma temperatura constante de 100 °C durante 30 minutos.

A temperatura de decomposicao (Tge) corresponde a temperatura a qual a amostra perde 50 %
da sua massa, e o software utilizado para esta determinacdo foi Universal Analysis, versdo 4.4A. A

incerteza associada a temperatura foi de £ 0,50 %.
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3.2.2.2.  Calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

Para determinar os pontos de fusdo, as temperaturas de transicao vitrea e as temperaturas de
cristalizagdo dos Lls utilizou-se um calorimetro diferencial de varrimento TA Instruments modelo DSC
Q200 com um sistema de refrigeracéo.

A amostra foi continuamente purgada com azoto 50 mL/min. Cerca de 5 mg de liquido i6nico
foi colocado numa pan de aluminio com tampa e posteriormente analisada. O aparelho foi calibrado
com uma amostra padrdo de indio. Para cada experiéncia foi utilizada como referéncia uma pan sem
amostra, e foram efectuadas rampas de aquecimento/arrefecimento entre 1 °C/min — 10 °C/min. Cada

ciclo de arrefecimento e aquecimento foi repetido cerca de 5 vezes por processo.

3.2.3. Determinacéo de Solubilidades

Tal como foi descrito no capitulo 2, referente aos Fundamentos, a preparagdo de PAFs
utilizando a plataforma sintética dos Lls tem como finalidade aumentar a sua solubilidade, e
consequentemente a sua biodisponibilidade, principalmente dagqueles que apresentam uma solubilidade
em agua muito reduzida.

As solucbes dos PAFs na forma é&cida foram preparadas em vials de 1,5 mL, com uma
guantidade de composto inicialmente superior ao valor tabelado da sua solubilidade, de modo a saturar
a solucdo, e seguidamente foi adicionada agua Milli-Q ou o respectivo solvente aos vials, de modo a
perfazer uma quantidade de aproximadamente 0,5 mL. Depois de preparados os vials utilizou-se um
Vortex Labnet VX-200, de modo a homogeneizar ao maximo a solucéo e por fim foram colocados num
termomixer a uma velocidade de 1400 rpm e a uma temperatura constante de 25 °C ou 37 °C (+ 0,1
°C). As amostras foram retiradas e analisadas de forma sucessiva em intervalos de tempo crescentes
pré-definidos até que os valores de solubilidade ndo variassem significativamente.

Antes da amostragem, cada solugdo foi colocada numa centrifuga Biofuge 28 RS, Heraeus
Sepatech, durante um tempo curto (~ 5 min) para promover uma eficiente separacdo fisica das duas
fases, liquida e solida. Além disso, o sobrenadante foi filtrado, para assegurar que ndo existiam
particulas em suspensdo, antes da amostragem.

A quantificacdo do LI presente no sobrenadante foi efectuada através de espectroscopia de
absorcdo na zona do UV-vis, a diferentes comprimentos de onda, de acordo com a Tabela 3.1 e 3.2,
usando a recta de calibracdo previamente estabelecida, e listada na Tabela 3.3 e 3.4. Trés amostras de
cada sobrenadante foram diluidas por um factor apropriado, dependendo da solubilidade do LI-PAFs

em estudo, e posteriormente quantificadas e 0s desvios padrao determinados.
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3.2.3.1. Rectas de calibragdo

O método da espectroscopia de absor¢do UV-vis baseia-se na propriedade que muitos
compostos apresentam de absorver radiacdo na faixa de comprimento de onda correspondente & zona
ultravioleta (UV) e visivel (vis). A andlise das solubilidades destes solutos exige que se faga
previamente uma recta de calibracdo do soluto correspondente.

Para as rectas de calibragdo prepararam-se rigorosamente em baldes aferidos, solu¢des-mée
dos diferentes compostos em agua Milli-Q com concentraces apropriadas e tragcaram-se 0s espectros
de absorvancia no espectrofotémetro de UV-vis. Repetiu-se 0 mesmo procedimento para todos os
compostos, nomeadamente os principios activos na forma de acido e os respectivos LlIs, utilizando-se
fluidos simulados como solventes.

Em seguida foram preparados padrdes em balBes aferidos ao traco por tomada de aliquotas da
solucdo mde dos diferentes compostos e diluidos em agua Milli-Q ou no solvente correspondente.
Registaram-se o0s espectros de cada um dos compostos utilizados (apresentados no anexo B) e
seleccionou-se o comprimento de onda correspondente ao maximo de absorcdo de radiacdo de cada

composto, em cada um dos solventes, como se apresenta nas Tabelas 3.1 e 3.2.

Tabela 3.1 — Comprimentos de onda correspondentes ao maximo de absorgdo de radia¢do de cada um dos
acidos, os quais foram seleccionados para estudos posteriores.

Comprimento de onda maximo
A (nm)
Principios activos Solucéo Fluido intestinal ~ Fluido gastrico
farmacéuticos H,0 isotonica (NaCl) simulado simulado
(pH=6,8) (pH=1,0)
Ampicilina 257 — — —
Ibuprofeno 264 — — —
Naproxeno 330 — — —
Acido nalidixico 258 258 258 258
Acido niflamico 285 285 285 255
Acido 4-aminosalicilico 266 266 266 300
Acido pirazinoico 268 268 268 268
Acido picolinico 264 264 264 264
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Tabela 3.2 — Comprimentos de onda correspondentes aos maximos de absorcgao de radiagdo dos Lls utilizados
neste estudo, os quais foram seleccionados para estudos posteriores.

Comprimento de onda maximo

A (nm)
Liquidos i6nicos baseados Fluido Fluido
em PAFs H,O Solucdo intestinal gastrico
isotonica (NaCl) simulado simulado

(pH=6,8) (pH=1,0)

[N11100H][AMp] 257 — — _
[C;MIM][Amp] 257 _ — —
[OHC,MIM][Amp] 257 — — —
[TEAJ[AMp] 257 — — —
[N11100n][1bu] 264 — — _
[OHC,MIM][1bu] 264 — — —
[N11120H][Nap] 330 — — —
[OHC,MIM][Nap] 330 — — —
[Nu1soon][Nal] 258 258 258 258
[Nu1roor][Nif] 285 285 285 255
[Nuson][Pir] 268 268 268 268
[Nunon][Pic] 264 264 264 264
[Nu11s0n][4-aminosal] 266 266 266 300

Depois de seleccionado o comprimento de onda para cada composto, mediu-se a absorvancia
de todos os padrBes ao comprimento de onda correspondente e representou-se absorvancia versus

concentragdo do composto, segundo a lei de Lambert-Beer, descrita pela equagéo (3.1),

A=Eb.[C] (3.1)

onde A representa a absorvancia, £ representa a absortividade molar da substéncia, b indica o percurso
optico (1 cm), e [C] é a concentracdo do composto. Nas Figuras 3.7 e 3.8, apresenta-se um exemplo
das rectas de calibracdo determinadas para o PAF de ampicilina na forma acida e num dos LIs baseado
neste PAF, respectivamente. Os parametros obtidos de cada recta de calibragdo para cada composto

utilizado encontram-se indicados na Tabela 3.3.
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Figura 3.7 — Recta de calibracdo em dgua para o PAF ampicilina 4cida.
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Figura 3.8 — Recta de calibragdo em &gua para o liquido ionico [TEA][Amp].

42



Tabela 3.3 - Parametros das rectas de calibracdo obtidas para cada um dos PAFs estudados na forma acida.

Principios activos
farmacéuticos

Comprimento de
onda maximo

Rectas de calibracéo

Coeficiente de
correlacdo (R?)

A (nm)
Ampicilina 257 (H,0) A = 504,2872[C] 0,9979
Ibuprofeno 264 (H,0) A = 344,9940[C] 0,9997
Naproxeno 330 (H,0) A = 1309,6360[C] 0,9994
Acido nalidixico 258 (H,0) A =24652,0473[C] 1,0000
285 (H,0) A =20278,5520[C] 0,9928
285 (NaCl) A = 8574,0983[C] 0,966
Acido niflamico
285 (pH=6,8) A =30307,0556[C] 0,9998
255 (pH=1,0) A = 8234,7201[C] 0,9952
268 (H,0) A =7561,3900[C] 0,9999
268 (NaCl) A =7682,9989[C] 0,9999
Acido pirazinoico
268 (pH=6,8) A = 7499,4310[C] 0,9999
268 (pH=1,0) A =8288,4322[C] 1,0000
. 264 (H A =7010,8432[C ,9991
Acido picolinico 64 (H:0) [C] 0,999
264 (NaCl) A = 6521,1090[C] 0,9985
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264 (pH=6,8) A = 4177,3061[C] 0,9999

264 (pH=1,0) A = 7820,9934[C] 1,0000

266 (H,0) A = 7656,5157[C] 0,9994

Acido -aminosalicflico | 266 (NaCh A = 7047,1633[C] 0,9996
264 (pH=6,8) A = 8580,5935[C] 0,9999

300 (pH=1,0) A = 3243,5000[C] 0,9999

Tabela 3.4 - Pardmetros das rectas de calibracdo obtidas para cada um dos PAFs estudados na forma de L1I.

Comprimento de

Liquidos i6nicos baseados Coeficiente de

q L. . .
orm PAF onda maximo Recta de calibracéo correlacio (RZ)
A (nm)
[N111204][AMp]
257 (H,0) A =693,3264[C] 0,9966
[C:2MIM][Amp]
257 (H,0) A =700,6498[C] 0,9988
[OHC,;MIM][Amp]
257 (H,0) A =908,2485[C] 0,9997
[TEA][Amp]
257 (H,0) A =1138,8202[C] 0,9996
[N11120n][1bu]
264 (H,0) A =470,5333[C] 0,9982
[OHC,MIM][lbu]
264 (H,0) A =502,4442[C] 0,9997
[N11120n][Nap]
330 (H.0) A =1680,3284[C] 0,9988
330 (H,O A =1764,4634[C 0,9980
[OHC,MIM][Nap] (H:0) A634(C] !

44




258 (H,0) A = 22675,5636[C] 0,9998
[N111201][Nal]
258 (NaCl) A = 29972,9993[C] 0,9998
258 (pH=6.8) A = 28640,9053[C] 1,0000
258 (pH=1,0) A = 31648,8267[C] 0,9987
285 (H,0) A = 20154,3731[C] 0,9993
[N111201][Nif]
285 (NaCl) A = 17596,4395[C] 0,9987
285 (pH=6,8) A = 20885,7233[C] 0,9991
255 (pH=1,0) A = 13355,8027[C] 0,9999
268 (H,0) A =7888,5099[C] 0,9999
[N111201][Pir]
268 (NaCl) A = 8005,1885[C] 0,9997
268 (pH=68) A = 7031,4197[C] 0,9998
268 (pH=1,0) A = 8459,7779[C] 0,9999
264 (H,0) A = 4719,6177[C] 0,9989
[N11120n][Pic]
264 (NaCl) A = 4797,4237[C] 0,9992
264 (pH=6,8) A = 4187,8714[C] 1,0000
264 (pH=1,0) A = 7817,4042[C] 0,9995
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264 (H,0) A = 11795,0320[C] 0,9992

[N11120H] [4-aminosal]

264 (NaCl) A = 11844,6386[C] 0,9998
264 (pH=6,83) A = 11572,9499[C] 1,0000
300 (pH=1,0) A = 4471,4573[C] 1,0000

Validacdo da metodologia

De forma a determinar a solubilidade dos PAFs e dos LlIs baseados em PAFs listados na
Figura 2.9 e 2.10, da seccdo 2.6 do capitulo 2, implementou-se, como anteriormente descrito, um
método baseado na quantificacdo por espectroscopia UV-vis, o qual foi previamente validado pela
determinagdo da solubilidade em agua a 25 °C de alguns dos PAF de partida, por comparacdo com 0s
valores da bibliografia.

Determinou-se a solubilidade da ampicilina, ibuprofeno e naproxeno na forma &cida e ainda
para 0 &cido nalidixico, &cido niflimico, &cido picolinico, &cido pirazindico e o acido 4-
aminosalicilico, a 25 °C por utilizagéo das rectas de calibragdo obtidas e compararam-se os resultados
obtidos com os valores encontrados na literatura, que demonstraram ser concordantes. Os valores da

literatura e também os determinados experimentalmente encontram-se listados na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5 - Valores de solubilidade dos PAFs da literatura e determinados neste trabalho.

Solubilidades (S) em H,0 a 25 °C (mg/mL)

Valores medidos neste

PAFs de referéncia Valores tabelados
trabalho (S £ 6)
Ampicilina 13,00 (H,0) 4% 20,26 + 1,78
Ibuprofeno 0,020 — 0,080 (H,0) ™® 0,026 + 0,001
Naproxeno 0,042 (H,0) ™ 0,054 + 0,005
Acido nalidixico 0,031 (H,0) @ 0,028 + 0,001
Acido niflamico 0,019 (H,0) *® 0,021 + 0,001
Acido picolinico 887,0 (tampao fosfato — 20°C) % 466,7 + 32,6
Acido pirazinéico 8,30 (etanol) " 6,76 + 0,06
Acido 4-aminosalicilico 2,0 (H,0 — 20°C) %8 4,554 + 0,221

3.2.4. Determinacgdo de concentragdes micelares criticas (CMC’s)

Uma vez que os LIs sdo compostos ionicos é possivel a utilizacdo do método de
condutividades eléctricas para a medigdo das CMC’s. A resisténcia eléctrica de uma solucéo de
electrolitos é fundamentalmente determinada pelo movimento das espécies i6nicas presentes em
solucdo. A transicdo de moléculas anfifilicas para micelas envolve uma mudanga dramética no
tamanho das espécies carregadas moveis, e que se manifesta na resisténcia do electrélito. Este
fenémeno pode ser controlado por meio de medicbes de condutividade, em que a condutancia é
definida como o inverso da resisténcia. A condutividade de uma solucéo é directamente proporcional a
concentracdo dos seus ides. As propriedades fisico-quimicas dos agentes tensioactivos variam
significativamente acima e abaixo do seu valor de CMC. Abaixo do valor de CMC, os surfactantes
idnicos apresentam um comportamento semelhante a um electrélito forte, ou seja, encontram-se na
forma dissociada.

A determina¢do das CMC’s efectuou-se através do método de medida de condutividades
idnicas numa célula termostatizada por utilizacdo de um banho de dgua termostatico, com temperatura

controlada a + 0,01 °C. A temperatura da solucdo na célula foi medida por meio de uma sonda de
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resisténcia PT100 de platina, que se encontrava ligada a um sistema 199 Keithly DMM / scanner. A
sonda foi calibrada por utilizagdo de termometros de mercdrio de elevada precisdo (0,01 °C) existentes
no laboratério.

O eléctrodo de condutividade foi mergulhado num volume conhecido de &gua ultra pura
termostatizada a 25 °C, e foi-se adicionando gota-a-gota a solucdo de LI anfifilico de concentracao
conhecida, agitando, com auxilio de um agitador magnético, ap6s cada adicdo de forma a obter uma
solucdo homogeénea. O célculo da concentragdo final obtida, ap6s cada adi¢cdo de solucdo, foi corrigido
considerando o volume total no copo e a cada adicdo faz-se a leitura e o registo dos valores de
condutividade especifica em puS/cm.

A condutividade (K) aumenta linearmente com a adi¢do de agente tensioactivo a solugdo, até
uma determinada concentracdo onde se verifica uma alteragcdo no declive da recta, ou seja, alteracdo da
forma como a condutividade é efectuada, isto, a formagdo de micelas. A determinacdo deste ponto,
que corresponde a CMC, ¢é efectuada através da intersec¢do das duas rectas correspondentes aos dois
regimes. Na Figura 3.9 é apresentado um exemplo da determinacdo da CMC do Cloreto de

Cetilpiridinio ([C1Pir][CI]), pelo método de condutividades idnicas.

120
100 CMC
y = 30,8548x + 41,8589
80 R2 = 0,9952

K (uS/cm)
(@]
o

40

y =71,7972x + 2,1099
R2=0,9950

20

0 0,5 1 1,5 2 2,5
[Ci6Pir][CI] (mmol/L)

Figura 3.9 — Determinac&o da concentragdo micelar critica do Cloreto de Cetilpiridinio ([C4Pir][CI]) a 25 °C
em &gua.

De modo a validar o método, determinou-se a CMC de um surfactante conhecido como
Cloreto de Cetilpiridinio, [C1sPir][CI]. O valor de CMC determinado foi de 0,330 g/L, concordante

com o valor da bibliografia 0,339 g/L, determinado também pelo método de condutividades i6nicas

(109).
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3.2.5. Determinacéo de coeficientes de particdo octanol — agua (Kow’s)

A avaliacdo da distribuicdo de um PAF em fases aquosas e fases orgénicas constitui um
pardmetro de elevada importéncia em ciéncias farmacéuticas, pois indica a capacidade que os PAFs
apresentam de se distribuirem entre um solvente orgénico e a &gua e assim de se movimentarem
através de compartimentos biolégicos, nomeadamente atravessar as membranas. Através da
determinagdo dos coeficientes de particdo octanol — 4gua podemos inferir acerca da
lipofilicidade/hidrofilicidade dos PAFs e da sua absor¢do no organismo.

Os coeficientes de particdo octanol — agua (Kow’s) dos PAFs estudados e respectivos liquidos
ibnicos foram obtidos através da técnica experimental “shake flask”. O procedimento efectuado foi
estabelecido de acordo com a guideline OECD, que foi aprovada em 27 de Julho de 1995 (110).
Inicialmente a agua e o octanol foram saturados mutuamente. Retiraram-se 4 mL de uma solucdo do
PAF em estudo dissolvido em &gua saturada com octanol, que foram adicionados a um frasco
contendo um agitador magnético e onde foi adicionada seguidamente 0 mesmo volume de octanol
saturado com 4gua. Este frasco foi entdo agitado vigorosamente durante aproximadamente 1 hora e a
uma temperatura constante de 25 °C, até ser atingido o equilibrio. A recolha de cada uma das fases foi
realizada através da utilizacdo cuidadosa de seringas. A seringa utilizada para recolher a fase rica em
agua foi previamente cheia com ar, o qual foi expelido lentamente ao passar pela fase de octanol.
Seguidamente centrifugaram-se as amostras durante 1 hora a 3750 rpm e a 25 °C.

A quantificagdo do soluto foi efectuada na fase rica em &gua, através da leitura das
absorvancias. A quantificagdo na fase rica em octanol foi obtida por diferenca entre a concentracdo
inicial e a concentragdo obtida na fase aquosa.

De forma a testar o efeito da concentragdo nos Kow’s, a concentragdo inicial de todos os
solutos na fase rica em agua variou de 0,6 mmol/L a 1,3 mmol/L. De forma a verificar-se a precisdo

experimental, trés amostras de cada fase foram quantificadas e os desvios padréo determinados.
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Capitulo 4
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4. Analise dos Resultados

A andlise dos resultados obtidos neste trabalho ird ser efectuada por divisdo dos liquidos
ibnicos estudados em trés grandes grupos: os baseados no PAF Ampicilina, os baseados nos PAFs
Ibuprofeno e Naproxeno e os baseados no catido colina. No final serdo ainda apresentadas e discutidas
a CMC’s obtidas para os LI-PAFs anfifilicos.

Uma vez que a metodologia utilizada para a sintese de todos estes liquidos iénicos foi a
mesma, iniciamos este capitulo com a sua descricdo, frisando que para o caso dos PAFs baseados em
colinas e acidos organicos com propriedades farmacoldgicas os compostos foram sintetizados no

ambito do presente trabalho.

4.1. Sintese de LIs baseados em PAFs

Recentemente, principios activos farmacéuticos tém sido formulados utilizando a plataforma
dos liquidos ibnicos, de forma a possuirem um vasto conjunto de propriedades novas e melhoradas,
tais como a permeabilidade, solubilidade, entrega de farmacos, entre outras. Um dos objectivos deste
trabalho consistiu na utilizacdo da metodologia dos LIs para aumentar a biodisponibilidade de PAFs
com reduzida solubilidade.

O desenvolvimento de um método eficiente para a sintese de novos liquidos idnicos contendo
a ampicilina na forma aniénica, com diferentes catides organicos, foi recentemente publicado
conjuntamente pelo Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica e pela Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia (1). Neste trabalho adaptou-se o método proposto por Ohno et al. (8), onde se utilizam
resinas de troca idnica para sintese sustentavel de novos liquidos iénicos. O procedimento de sintese
implementado consiste num protocolo de troca aniénica em dois passos: a resina Amberlite (na forma
OH) foi utilizada na troca de anides haletos (cloretos ou brometos) para o ido hidroxido, e
posteriormente a solucdo basica obtida no passo anterior foi neutralizada pela adicdo de solucdes
acidas adequadas. Esta reaccao acido-base produz o sal ou liquido i6nico pretendido (111; 112; 113).

Este procedimento foi utilizado como plataforma de sintese dos LIs baseados na ampicilina e
encontra-se esquematizado na Figura 4.1 (113). A resina que foi utilizada para a troca iénica de
halogenetos (cloretos ou brometos) por hidréxidos, foi a resina Amberlite IRA-400 (na forma OH). No
final, a solucdo basica obtida foi neutralizada pela adi¢cdo de uma solucdo de acido nas devidas

propor¢Ges, obtendo-se o produto final, o LI baseado no PAF ampicilina (51).
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Figura 4.1 - Metodologia de sintese aplicada aos LI-PAFs baseados no principio activo farmacéutico de
ampicilina (51).

A estratégia de sintese dos LI-PAFs usados neste trabalho baseou-se na utilizagdo da
ampicilina, do naproxeno e do ibuprofeno sempre como anido, e foram combinados com o0s seguintes
catiGes organicos: 1-etil-3-metilimidazélio [C,;MIM]*, 1-hidroxi-etil-3-metilimidazélio [OHC,MIMT",
colina [Ny11001]", tetraetilaménio [TEA]’, cetilpiridinio [C1cPir]" e trihexiltetradecilfosfonio [Pees14]".
Estes anifes foram escolhidos devido ao facto de apresentarem uma baixa toxicidade, excepto no caso
do [Ps614]", que foi escolhido para assegurar que se obtinha um composto na forma liquida.

No caso dos liquidos i6nicos baseados em &cidos organicos com propriedades farmacoldgicas
optou-se por se utilizar apenas um Unico catido, o catido colina, que ja tinha sido também usado para a
ampicilina, o ibuprofeno e o naproxeno. A colina € um metabolito natural do organismo pertencente a
familia da vitamina B, formalmente classificado como Vitamina B4, que surgiu como um catido
promissor para 0s Varios processos sintéticos de LIs biologicamente activos de baixa toxicidade, e foi
portanto utilizado nos estudos posteriores. A combinagdo do catido colina com anides apropriados,
derivados de &cidos carboxilicos que ocorrem naturalmente e carboxilatos derivados de principios
activos farmacéuticos, tém vindo a ser desenvolvidos como plataforma para a formulagdo de Lls
“bebiveis” (51; 112).
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4.2.  Liquidos ionicos baseados no PAF Ampicilina
4.2.1. Caracterizacao

Todos 0s compostos sintetizados foram caracterizados por RMN de protdo *H, e de carbono
C, FTIR e espectro de massa (ESI) a fim de se verificar as estruturas e purezas obtidas. Os estudos de
RMN permitem adicionalmente verificar a correlagdo catido/anido por integracdo quantitativa dos
picos 'H caracteristicos. A caracterizagdo descrita e obtida para cada um dos Lls sintetizados encontra-

Se no anexo A.

421.1. Analise térmica

A Tabela 4.1 resume algumas das propriedades térmicas determinadas para os LIs baseados no
PAF ampicilina. Todos estes Lls foram obtidos como sélidos de cor amarelo claro a temperatura
ambiente e com temperaturas de fusdo (Trsz) entre 58 °C e 86 °C, excepto 0 caso do [Peg614][AMP]
que se obteve um liquido viscoso amarelo e do [OHC,MIM][Amp] que se obteve um s6lido com um
ponto de fus&o de 117 °C. E importante ainda salientar o sucesso da reducio drastica do ponto de fusdo
inicial da ampicilina acida ou sodica comercial, que sdo ambos superiores a 300 °C, dependendo da
seleccdo adequada do catido.

Tabela 4.1 — Propriedades térmicas dos LIs baseados no PAF ampicilina.

Estado fisico a Ttusio” Tyitrea Taec
His temperatura ambiente (°C) (°C) (°C)
[TEA][Amp] Sélido amarelo claro 79,00 -18,64 214,70
[Pessel[AMP] Liquido viscoso amarelo — — 297,70
[CiePirfAmp] Sélido amarelo claro 8600  -1964 26940
[N111201] [AmMp] Sélido amarelo claro 58,00 2012 221.30
[C.MIM][Amp] Solido amarelo claro 72.00 -17.86 239,60
[OHC,MIM][Amp] Solido amarelo claro 117,00 -20,84 246 40

# Temperatura de fuséo foi determinada através de um aparelho de pontos de fusdo modelo Stuart Scientific.

Em relacdo as temperaturas de transicdo vitrea (Tyiea), €Stas foram determinadas a uma
velocidade de aquecimento/arrefecimento de 1 °C/min para todos os compostos e obtiveram-se valores
similares para todos, na gama de temperaturas entre os -17,86 °C e -20,84 °C, excepto para o caso do

[Pes614][Amp], que apresentou valores de Ty € Tuivea diferentes de todos os outros LlIs, com dois
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picos de transicdo de fase a uma temperatura baixa, que podem ser atribuidos aos processos de
cristalizacdo (-80,07 °C) e de fuséo (-23,01 °C).

Foram ainda realizados estudos de decomposicao (Tge) para todos os LIs sintetizados através
da analise de TGA. Como esperado, estes estudos indicaram que a escolha do catido organico
influencia a estabilidade térmica destes LIs baseados no PAF ampicilina. Deste modo, os LlIs
[Pe6.6.14[Amp] e [C16Pir][Amp] apresentaram uma maior estabilidade térmica em relagdo aos restantes

LIs compostos por catides imidazolio e amonio.

4.2.2. Velocidade de dissolucéo

Nos ensaios de velocidade de dissolugdo é necessario haver um cuidado especial com alguns
factores importantes, como manter uma agitagdo constante e uma temperatura controlada. As
solubilidades foram medidas a diferentes intervalos de tempo com agitacdo constante de 1400 rpm e
temperatura constante de 25 °C, levando a conclusdo que os diferentes PAFs apresentam diferentes
velocidades de dissolucéo até atingirem o equilibrio, ou seja, um patamar maximo de solubilidade. A
velocidade de dissolucdo é um pardmetro importante do ponto de vista das ciéncias farmacéuticas pois
permite a avaliacdo das propriedades farmacocinéticas das formulagbes, possibilitando uma
extrapolacdo da quantidade de substancia activa que é libertada ao longo de um determinado tempo,
conduzindo a uma relagdo in vitro/in vivo do perfil de absorc¢do do farmaco no organismo (114).

Esta experiéncia foi realizada para a ampicilina na forma acida e para todos os &cidos
estudados que serdo referidos nas secces subsequentes. Através da analise da Figura 4.2 podemos
verificar que a ampicilina anidra demorou um periodo de aproximadamente 600 horas até atingir o
valor maximo de solubilidade em &gua, nas condi¢es experimentais acima mencionadas.
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Figura 4.2 - Velocidade de dissolucdo da ampicilina acida em agua a uma temperatura de 25 °C e uma agitacédo
constante de 1400 rpm.
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4.2.3. Solubilidade em agua

Neste trabalho, foram estudadas as solubilidades de vérios principios activos farmacéuticos,
assim como de Vvarios liquidos iénicos baseados nos mesmos PAFs de forma a poder estabelecer-se
comparagdes e tirar conclusdes sobre o efeito da sintese de LI-PAFs. As solubilidades foram
inicialmente determinadas para os PAFs de partida na forma acida em agua e a 25 °C, e seguidamente
foram determinadas as solubilidades dos PAFs na forma de LI para posterior comparacdo e discussao
acerca do efeito que a formulacao de LI apresenta na solubilidade.

O fenémeno de solubilizagcdo de um sélido (ou liquido) num liquido é interpretado pela
ocorréncia de interacBes soluto-solvente que sdo mais fortes que as interac¢bes soluto-soluto e
solvente-solvente, ocasionando a solvatagdo das moléculas de soluto pelas de solvente, atingindo
assim o equilibrio. Os ensaios de solubilidade consistem na adi¢éo de quantidades extras de sélido no
solvente, onde existira a formagdo do equilibrio soluto-solvente e havera a presenca do restante PAF
no estado solido. E necessério ter em conta que as propriedades do soluto, neste caso a solubilidade,
sdo susceptiveis de alteragBes provenientes de factores experimentais, como o controlo rigoroso da
temperatura dos ensaios e as impurezas presentes no solvente em estudo.

A solubilidade pode ser afectada por varios factores, uns intrinsecos ao proprio PAF, como a
formac&o de agregados ou polimorfos, como discutido anteriormente, e outros factores extrinsecos ao
PAF, como a temperatura, a pressdao, o pH e a natureza quimica do solvente, entre outros. Neste
trabalho, os ensaios de solubilidades foram realizados a duas temperaturas distintas. Numa primeira
fase, foram realizados ensaios de solubilidade a 25 °C de forma a podermos comparar com valores de
solubilidade tabeladas de outros compostos, e posteriormente foram realizados ensaios a 37 °C, uma
vez que esta corresponde a temperatura do corpo humano.

A solubilidade em &gua a 25 °C e a 37 °C para a ampicilina, para o sal comercial, ampicilina
sodica, e para os LIs baseados na ampicilina, encontram-se listados na Tabela 4.2 e esquematizados na
Figura 4.3. De notar que o PAF baseado em ampicilina com propriedades tensioactivas, ampicilinato

de cetilpiridinio, ([CyPir][Amp]) ndo foi utilizado neste estudo.
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Tabela 4.2 — Resumo das solubilidades em agua determinadas para o PAF ampicilina.

PAF ampicilina e Solubilidade H,0 25 °C Solubilidade H,0 37 °C
respectivos liquidos (mg/mL) (mg/mL)
idnicos (St o) (St o)
Ampicilina 20,26+ 1,78 49,08 £ 0,350
Ampicilina sédica 191,30 + 15,80 416,10*
[N111201][Amp] 125,30+ 7,60 457,90+ 2,70
[C;MIM][Amp] 62,90 + 0,020 200,50+ 1,10
[OHC,MIM][Amp] 177,80% 471,10 £ 1,80
[TEA][Amp] 8,59+0,21 21,83*

*Devido a erros experimentais nao foi possivel calcular o desvio padrdo associado a solubilidade das referidas
amostras.
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Figura 4.3 — Comparacéo da solubilidade dos LIs baseados no PAF ampicilina a temperatura de 25 °C e 37 °C.
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Como se pode concluir a partir da Figura 4.3 a temperatura apresenta uma grande influéncia
na solubilidade do PAF, quer na forma &cida, de sal ou liquido i6nico, verificando-se um enorme
aumento nos valores de solubilidades com o aumento da temperatura de 25 °C para 37 °C, a medida
que se aumenta a temperatura dos ensaios. De notar também que este aumento de solubilidade com a
temperatura ndo é igual para todos os PAFs. Assim, pode-se concluir que o estudo da solubilidade com
a temperatura se reveste da maior importancia em ensaios de biodisponibilidade de farmacos.

Quando comparamos o efeito da salificacdo com o efeito da formulagéo, por utilizacdo de um
liquido i6nico, na solubilidade em &gua, verificamos que néo existe grande diferenca nos valores desta
propriedade para a ampicilina sddica e para alguns dos liquidos idnicos baseados em ampicilina, como
¢ 0 caso do [Niion][Amp] e do [OHC,MIM][Amp]. De facto estes dois LI-PAFs sdo os que
apresentam uma maior solubilidade em &gua, de todos os Lls baseados em ampicilina que foram
sintetizados. Verifica-se ainda um claro aumento de solubilidade destes trés PAFs em relacdo a
ampicilina acida. A ampicilina acida a 25 °C apresenta um valor de solubilidade de 20,26 mg/mL e
quando é determinado o seu valor de solubilidade na forma de sal, na presenca do catido sddio,
verifica-se um aumento num factor de 10, passando para um valor de 191,3 mg/mL. O mesmo se
verifica para a solubilidade a uma temperatura de 37 °C, sendo que a ampicilina na forma de acido
apresenta um valor de 49,08 mg/mL e quando combinado com o catido sodio, aumenta 10 vezes,
obtendo-se um valor de 416,1 mg/mL para a sua solubilidade.

De uma forma geral, pode-se afirmar que os LIs formulados com base na ampicilina
apresentaram excelentes resultados relativamente ao incremento da solubilidade. Em todos eles se
verificou o aumento da solubilidade, excepto no caso do [TEA][Amp] que tanto a 25 °C como a 37 °C,
apresentou uma solubilidade inferior a ampicilina 4&cida, 859 mg/mL e 21,83 mg/mL,
respectivamente. Os valores determinados para a ampicilina acida foram 20,26 mg/mL e 49,08
mg/mL, para as temperaturas de 25 °C e 37 °C, respectivamente.

Comparando os LIs baseados no PAF ampicilina, verifica-se um decréscimo na solubilidade
em &gua na seguinte ordem: [OHC,MIM][Amp] > [N11120n][AMp] > [C:MIM][Amp] > [TEA][AmMp]
para ambas as temperaturas estudadas (25 °C e 37 °C), o que pode ser correlacionado com as diferentes
estruturas dos catides. Os resultados obtidos podem ser discutidos em termos da polaridade dos catifes
utilizados para sintetizar os LIs. De acordo com a estrutura quimica de cada catido, verifica-se que a
existéncia de cadeias alquilicas apolares, como ¢ o caso do catido tetraetilamoénio ([TEA]") diminui a
solubilidade em &agua do LI. Por outro lado, existe aumento da hidrofilicidade do catido, com a
introducéo de grupos OH, como é o caso dos catides 1-hidroxietil-3-metilimidazélio ((OHC,MIM]") e
colina ([Ni1120n]"). Os Lls formulados com estes catides sdo os que apresentam uma maior
solubilidade para ambas as temperaturas estudadas.

Pode-se assim concluir que a escolha do catido é decisiva no incremento da solubilidade em

agua de PAFs formulados por utilizacdo de LIs, podendo obter-se solubilidades inferiores, iguais ou
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superiores as da forma &cida ou salina. A temperatura também apresenta um efeito marcante na

solubilidade de PAFs em agua pelo que deve ser uma varidvel rigorosamente controlada.

4.24. Coeficientes de Parti¢cdo octanol — dgua (Kow’s)

A lipofilicidade e a hidrofilicidade sdo dois pardmetros essenciais na avaliagdo do desempenho
de um farmaco. O balango lipofilico/hidrofilico representa simultaneamente a capacidade que um
farmaco tem para ser transportado na circulagdo e a sua afinidade pelas membranas celulares. Esta
propriedade encontra-se relacionada de forma directa com o destino do farmaco no organismo. A
interac¢cdo que os farmacos apresentam para com membranas bioldgicas é de grande importancia para
0 estudo das suas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas. Existem varios modelos mais ou
menos sofisticados para descrever este balanco lipofilico/hidrofilico. No entanto, o coeficiente de
particdo octanol — agua é o parametro mais estudado e utilizado para este efeito. InUmeros modelos
farmacocinéticos e farmacodinamicos utilizam este parametro. E essencial que os PAFs sejam soluveis
no meio onde ir4 ocorrer a absorcdo, de forma a serem absorvidos, caso contrario ndo sdo absorvidos
correctamente e também ndo séo atingidas as concentragfes plasmaticas ideais.

Neste trabalho, os coeficientes de parti¢do octanol — &gua dos LlIs sintetizados com base no
PAF ampicilina foram determinados utilizando o método “shake flask”, descrito na seccdo 3.2.5 do
capitulo 3. O sistema octanol — agua é amplamente utilizado, onde o octanol é considerado como o
solvente organico ideal para determinar a lipofilicidade de compostos, uma vez que as suas
propriedades simulam de forma simples as membranas bioldgicas. Os resultados obtidos encontram-se

listados na Tabela 4.3 e esquematizados na Figura 4.4.

Tabela 4.3 — Valores de Kow’s determinados para o PAF ampicilina acida e respectivos liquidos idnicos, a
25°C.

PAF Ampicilina e Kow’s + ¢
respectivos LIs
Ampicilina 0,020 + 0,10x10°
Ampicilina sédica 0,068 + 0,70x107
[N111201][AMP] 0,220 + 1,80x10%
[C.MIM][AMP] 0,300 # 1,70x107
[OHC;MIM][Amp] 0,140 + 1,00x10%
[TEA][Amp] 0,310 + 2,00x10%
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Figura 4.4 — Coeficientes de particdo octanol — dgua (Kow’s) a 25 °C para os LIs baseados no PAF ampicilina.

E importante salientar que os Kow’s obtidos ndo apresentam qualquer dependéncia com a
concentracdo de cada um dos compostos, visto que foram efectuados estudos de coeficientes de
particdo a diferentes concentracdes verificando-se que os valores obtidos apresentam desvios na ordem
dos 5 %, considerado o erro experimental.

De acordo com a Figura 4.4 é possivel constatar que a formulagdo do principio activo
ampicilina na forma de liquido i6nico aumenta o valor do coeficiente de particdo octanol — agua da
ampicilina, PAF de partida, para todos os catides utilizados. A ampicilina na forma &cida apresenta um
Kow de 0,016, sendo este valor aumentado quando este PAF é modificado para a forma de LI. De
todos os LIs, o composto que apresentou um maior coeficiente de particdo octanol — agua foi o
[TEA][Amp] com um valor de 0,314, e 0 LI [OHC,MIM][Amp] apresentou um menor Kow com um
valor de 0,135. Estes resultados sdo concordantes com a polaridade dos respectivos catides. Em
relacdo a ampicilina sédica este composto apresenta caracteristicas intermédias entre a ampicilina
acida e os liquidos ionicos, ou seja, seria de esperar que este composto apresentasse solubilidades
elevadas e baixos Kow’s, mas devido ao facto do anido sédio ndo possuir caracteristicas organicas a
lipofilicidade diminui.

Tendo em consideracdo a estrutura quimica do catido tetraetilaménio ([TEA]") e de acordo
com a presenca de cadeias alquilicas na sua constituicdo, que o torna mais hidrofébico, o equilibrio
lipofilico/hidrofilico é portanto deslocado para o lado lipofilico, conferindo-lhe assim um maior valor

de Kow. Relativamente ao catido 1-hidroxietil-3-metilimidazdlio ([OHC,MIM]"), este é mais
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hidrofilico devido a presenca do grupo OH e ao maior potencial de formagdo de pontes de hidrogénio
com a agua, dai o valor de Kow ser o menor. No entanto, apesar dos catides apresentarem diferentes
polaridades, e consequentemente valores distintos de Kow’s, verifica-se sempre um aumento em
relacdo ao PAF de partida, que é a ampicilina &cida.

Assim, conclui-se com estes resultados que o composto que apresenta uma maior lipofilia ou
hidrofobicidade, e portanto se encontra mais apto para penetrar nas membranas bioldgicas é o
[TEA][Amp] e aquele que terd maiores dificuldades de atravessar as membranas bioldgicas é o
[OHC,MIM][Amp]. E ainda relevante verificar a relacdo entre o efeito do catifo na solubilidade em

agua e nos Kow’s dos liquidos ionicos baseados na ampicilina, como ilustrado na Figura 4.5.
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Figura 4.5 — Comparacéo dos valores de solubilidades em agua e Kow’s obtidos para os LIs baseados no PAF
de ampicilina.

De acordo com a andlise da Figura 4.5, pode inferir-se que existe uma relacdo entre a
solubilidade dos LlIs baseados no PAF ampicilina e os valores de coeficientes de particdo octanol —
agua apresentados por estes mesmos compostos. O LI que apresenta uma solubilidade em &gua maior,
[OHC,MIM][Amp], é o que possui um valor de Kow menor, enquanto que aquele que apresenta uma
menor solubilidade em &gua, [TEA][Amp], tem um valor de Kow maior. Verifica-se assim que a
solubilidade em &gua é inversamente proporcional aos coeficientes de particdo octanol — agua, uma
vez que a medida que a solubilidade aumenta, os Kow’s diminuem, pois quanto maior a solubilidade

em agua, mais hidrofilicos serdo os compostos, e portanto o racio hidrofébico/hidrofilico sera menor.
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A presente andlise, ilustrada na Figura 4.5, permite avaliar dois procedimentos experimentais
independentes, a determinacdo das solubilidades em &gua e dos coeficientes de particdo octanol —

agua.

4.3.  Liquidos ionicos baseados nos PAFs ibuprofeno e naproxeno

Com base na classificagdo apresentada implementou-se um procedimento sintético idéntico ao
utilizado para o PAF ampicilina, ou seja, a formulacdo de liquidos i6nicos baseados no PAF
ibuprofeno e naproxeno, para obter farmacos com maior solubilidade em &gua e maior partilha com
membranas bioldgicas. A alternativa proposta baseia-se na transformagdo dos principios activos de
partida na forma &cida para a forma de liquido i6nico, onde os PAFs ibuprofeno e naproxeno foram

sempre utilizados como anifes e conjugados com diversos catifes.

4.3.1. Caracterizacéo

Todos 0s compostos sintetizados foram caracterizados por RMN de protdo *H, e de carbono
3C, e espectro de massa (ESI) a fim de se verificar as estruturas e purezas obtidas. Os estudos de
RMN permitem adicionalmente verificar a correlagdo catido/anido por integragdo quantitativa dos
picos 'H caracteristicos.

4.3.2. Velocidade de dissolucéo

Tal como nos ensaios anteriores, também nos liquidos idnicos baseados nos PAFs ibuprofeno
e naproxeno, os estudos foram iniciados através da determinagdo experimental das suas velocidades de
dissolucao até atingirem o equilibrio termodinamico, e consequentemente, a sua solubilidade em agua.
Verificou-se no decorrer dos ensaios, nas condi¢cGes experimentais descritas no procedimento
experimental (seccdo 3.2.3 do capitulo 3), que devido a reduzida solubilidade de ambos os PAFs, é
necessario um tempo de ensaio mais longo, superior a 48 horas para o ibuprofeno e superior a 91 horas
para 0 naproxeno, para obter uma quantidade dissolvida superior ao limite de detec¢do do método
quantitativo implementado baseado em espectroscopia UV-vis. A Figura 4.6 representa o perfil de

dissolucéo tracado para estes dois PAFs de reduzida solubilidade.
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Figura 4.6 - Velocidade de dissolucéo do ibuprofeno (m) e naproxeno () em agua a uma temperatura de 25 °C
e a uma agitacdo constante de 1400 rpm.

Através da andlise da Figura 4.6 verifica-se que para ambos os principios activos
farmacéuticos de ibuprofeno e naproxeno foi necessario que os ensaios se prolongassem a tempos
superiores a cinco dias (~ 120 horas), devido a taxa de dissolucao lenta que apresentaram. O equilibrio
foi alcangado, com determinacédo da respectiva solubilidade maxima, ao fim de aproximadamente 500
horas e 400 horas de ensaios, nas condi¢fes experimentais descritas no capitulo 3, para o ibuprofeno e

naproxeno, respectivamente.

4.3.3. Solubilidade em agua

Com base no procedimento experimental descrito na sec¢do 3.2.3 do capitulo 3, 0s ensaios
para determinacdo da solubilidade em &gua foram efectuados através da adicdo de uma quantidade
elevada de soluto ao solvente, de forma a se obter um equilibrio soélido-liquido, procedendo-se
posteriormente & anélise quantitativa do PAF na solugdo sobrenadante.

Adicionalmente a determinacdo da solubilidade dos PAFs ibuprofeno e naproxeno em agua a
25 °C, também para os liquidos idnicos baseados nos PAFs ibuprofeno e naproxeno foram realizados
ensaios de solubilidades a duas temperaturas distintas (25 °C e 37 °C). Posteriormente foi efectuada
uma comparacgdo com a solubilidade em agua dos PAFs de partida, de modo a avaliar a eficécia da
metodologia proposta no aumento da solubilidade e biodisponibilidade do principio activo
farmacéutico. A avaliagdo do efeito da temperatura nas solubilidades destes compostos tambeém sera

discutida.
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Os resultados obtidos referentes as solubilidades dos PAF ibuprofeno e naproxeno, a
temperatura de 25 °C e 37 °C, para os diferentes LIs apresentam-se sintetizados na Tabela 4.4, assim

como os valores existentes na literatura.

Tabela 4.4 — Valores de solubilidade obtidos para os PAFs ibuprofeno e naproxeno, na forma acida e na forma
de liquido idnico, as duas temperaturas estudadas (25 °C e 37 °C).

Liquidos ionicos Solubilidade 25 °C Solubilidade 37 °C
baseados em PAFs (mg/mL) (mg/mL)
(Sxo) (Sxo)
Ibuprofeno 0,026 + 0,010 (0,020-0,080) ® —
[N11120n][1bU] 0,70 + 0,040 1,76
[OHC,MIM][Ibu] 1,24 + 0,120 2,09
Naproxeno 0,054 + 0,010 (0,044) " —
[N111204][Nap] 1,34 0,030 1,61
[OHC,MIM][Nap] 0,73+ 0,010 1,85

Na metodologia proposta no presente estudo, os PAFs ibuprofeno e naproxeno foram sempre
usados como anifes e combinados com diversos caties, de modo a poder-se avaliar o efeito que estes
apresentam na solubilidade destes compostos e relacionar os resultados obtidos com as estruturas
quimicas. Para o estudo da determinacdo da solubilidade em agua, apenas foram analisados os catides
colina ([N11120n]") € 1-hidroxietil-3-metilimidazélio ((OHC,MIM]"). Para os outros LIs baseados nos
PAFs ibuprofeno e naproxeno, foram utilizados catides com caracteristicas tensioactivas. Desta forma,
serdo avaliadas propriedades relacionadas com estas caracteristicas como por exemplo a concentracéo
micelar critica, apresentada na secc¢do 4.5. Os resultados obtidos tanto a 25 °C como a 37 °C para 0

PAF ibuprofeno encontram-se ilustrados na Figura 4.7.
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Figura 4.7- Solubilidade em &gua do PAF ibuprofeno conjugado com os catides colina ([N11120n]") € 1-
hidroxietil-3-metilimidazdlio ((OHC,MIM]") as temperaturas de 25 °C e 37 °C.

Através da analise da Figura 4.7, € possivel inferir acerca das diferencas entre o PAF
ibuprofeno na forma &cida e quando é transformado em liquido idnico, 0 que mais uma vez se
demonstrou eficaz no aumento da solubilidade, que passou de um valor de 0,026 mg/mL do
ibuprofeno &cido para um valor de 0,70 mg/mL para 0 [Niio0n][lbu] e 1,24 mg/mL para o
[OHC,MIM][Ibu], quando colocado na forma de liquido i6nico. Estes valores de solubilidade em agua
a 25 °C indicam um aumento desta propriedade por um factor de 30 a 50.

Estes valores de solubilidades obtidos podem ser relacionados com a estrutura quimica de cada
catido, uma vez que a polaridade de cada composto influencia directamente a solubilidade em agua.
Para os dois catides conjugados com o PAF ibuprofeno, verifica-se um decréscimo da solubilidade em
agua na ordem seguinte: [OHC,MIM][Ibu] > [N111201][Ibu], para ambas as temperaturas (25 °C e 37
°C). Ambos os catides apresentam caracteristicas que Ihe conferem hidrofilicidade, uma vez que os
dois apresentam estruturas com a presenca do grupo OH, o que aumenta a solubilidade destes
compostos em agua. No entanto, a presenca de um anel imidazélio em relacéo as cadeias alquilicas do
catido colina, aumenta a polaridade e o potencial de formacdo de pontes de hidrogénio do catido
imidazolio, aumentando assim a sua solubilidade em agua.

Os resultados também obtidos para 0 PAF naproxeno, as temperaturas de 25 °C e de 37 °C,

encontram-se ilustrados na Figura 4.8.
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Figura 4.8 - Solubilidade em agua do PAF naproxeno conjugado com os catides colina ([N111204] ") € 1-
hidroxietil-3-metilimidazdlio ((OHC,MIM]") as temperaturas de 25 °C e 37 °C.

Tal como para o caso do ibuprofeno, é possivel inferir acerca das diferencas de solubilidades
que o PAF naproxeno apresenta entre a forma &cida e a forma de liquido i6nico. Novamente, é notéria
a eficacia do método de sintese de liquidos idnicos biologicamente activos no aumento da
solubilidade, uma vez que o PAF naproxeno na forma &cida comercial apresenta um valor de
solubilidade de 0,054 mg/mL e quando transformado em [Nii1.0n][Nap] e [OHC,MIM][Nap],
obtiveram-se os valores de 1,34 mg/mL e 0,73 mg/mL, respectivamente. Estes valores foram obtidos
para as solubilidades determinadas em agua a 25 °C, que aumentaram num factor de 15 a 25. No
entanto, a solubilidade a 25 °C apresenta resultados discordantes com os resultados a 37 °C, uma vez
que para 25 °C o [OHC,MIM][Nap] apresenta uma solubilidade inesperadamente mais baixa do que o
[N111001][Nap], facto que j& ndo se observa a 37 °C. Embora o desvio padrdo dos resultados obtidos a
[OHC,MIM][Nap] seja bastante baixo, estes resultados deveriam ser reconfirmados através de uma
nova medicdo experimental.

Por fim, de uma forma geral, é possivel concluir que a solubilidade aumenta com a
temperatura para os LI-PAFs, tanto no caso do ibuprofeno como naproxeno, quando se passa dos

ensaios a 25 °C para 37 °C, tal como se verifica para a grande maioria dos sélidos.
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4.4. Liquidos idnicos baseados no catido colina ([Ni1120n]") € conjugados com

diferentes PAFs

4.4.1. Sintese e Caracterizacao

Todos os compostos sintetizados baseados no catido [Ni11,04]" € conjugados com os PAFs
acido nalidixico, acido niflumico, acido picolinico, acido pirazinoico e acido 4-aminosalicilico, foram
caracterizados por RMN de protio 'H, e de carbono *°C, a fim de se verificar as estruturas e purezas
obtidas. Os estudos de RMN permitiram também confirmar a correlagdo catido/anido esperada por
integracdo quantitativa dos picos de ressonancia *H caracteristicos. A caracterizagio por RMN obtida
para cada um dos LIs sintetizados encontra-se presente no anexo A. A quantidade de agua de todos 0s
compostos sintetizados foi determinada por titulacdo coulométrica Karl Fischer, sendo inferior a 500
ppm. Adicionalmente, a quantidade de CI" foi determinada por um eléctrodo de cloretos, sendo inferior

a 2 ppm para todos 0s compostos sintetizados.

441.1. Anaélise térmica

As propriedades térmicas dos LI-PAFs baseados no catido colina encontram-se sumariados na
Tabela 4.6. Todos os LI-PAFs foram obtidos como sélidos com temperaturas de fusdo (Truszo)
compreendidas entre 75 °C e 81 °C, excepto no caso do [Niii.0n][Picolinato] (liquido rosa palido).
Para a colina conjugada com o PAF 4-Aminosalicilico obteve-se um sal fundido com uma temperatura
de fusdo de 117,32 °C. E importante salientar o sucesso da formulacio proposta, Lls baseados em
PAFs, na redugdo dos pontos de fusdo iniciais dos PAFs comerciais, listados na Tabela 4.5, por
conjugacdo com o catido colina.

Relativamente as temperaturas de transicdo vitrea (Tyirea), determinadas a uma velocidade de
aquecimento/arrefecimento de 1 °C/min para todos os compostos, obtiveram-se valores similares para
todos os LI-PAFs (Tabela 4.6), na gama de temperaturas entre os -17 °C e -20 °C, excepto para 0 caso
do [Ny1120n][Picolinato] e do [Ni1120n][Pirazinato] que apresentaram valores de -51,06 °C e -47,10 °C,

respectivamente.
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Tabela 4.5 — Propriedade térmica, ponto de fuséo, tabelada de cada um dos PAFs de partida.

PAFs Truszo Tedricas (°C)
Acido Pirazindico 225,0 4
Acido Nalidixico 228,81
Acido Niflamico 205,24 7
Acido Picolinico 139 - 142 19

Acido 4-aminosalicilico 151 - 153 19

Tabela 4.6 — Propriedades térmicas dos LI-PAFs baseados no catido colina e conjugados com distintos PAFs.

Lls Estado fisico Trusao (°C)  Tuitrea (°C)  Taec (°C)
[N11120n][Nalidixato] Sélido amarelo pdélido 75,91 -17,12 160,96
[N11120n][Niflumato] Liquido rosa palido - -16,99 189,95
[N111204][Picolinato] Liquido rosa palido -21,01 -51,06 176,44
[N11120n][Pirazinato] Sélido amarelo palido 81,44 -47,10 182,13
[N111204][4-aminosalicilato]  Sélido castanho 117,32 -19,93 171,20

Adicionalmente foram realizados estudos de decomposicdo (Tge) para todos os compostos
sintetizados através da analise de TGA. Tal como discutido anteriormente, a escolha do catido
orgénico influencia a estabilidade térmica dos Lls, e portanto tal como esperado, uma vez que se
utilizou sempre o mesmo catido ([Ni11204]"), as temperaturas de decomposicdo determinadas séo
aproximadamente da mesma gama de temperaturas (161 °C — 190 °C). Todos os LI-PAFs baseados no
catido colina apresentam estabilidade térmicas similares, sendo 0 [Niioon][Niflumato] o mais

termicamente estavel.
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4.4.2. Solubilidades dos LIs baseados no catifo [N111201]" € conjugados com diferentes

PAFs

De modo similar aos anteriores estudos de solubilidade dos LlIs baseados em PAFs, também
para os liquidos idnicos baseados no catido [Ni11204]" € conjugados com PAFs, foram inicialmente
determinadas as solubilidades para os PAFs de partida em &gua a 25 °C, e seguidamente foram
determinadas as solubilidades dos PAFs na forma de liquidos ionicos. Além das solubilidades em agua
a 25 °C, estas foram ainda determinadas a uma temperatura de 37 °C em &gua e fluidos biolégicos
simulados.

Os fluidos bioldgicos simulados utilizados para os estudos de solubilidade no presente

trabalho estdo descritos na Tabela 4.7.

Tabela 4.7 - Solugdes utilizadas de forma a simular fluidos biolégicos.

Fluidos bioldgicos simulados

Solucéo fisioldgica Solucéo isotonica aquosa de NaCl com forga
i6nica 0,15M, pH= 7,4

Fluido géastrico simulado Solucéo sem enzimas (pepsina) de HCL 0,1M,
pH=1,0
Fluido intestinal simulado Solucdo tampdo fosfato sem enzimas

(pancreatina), pH=6,8

44.2.1. Velocidade de dissolucéo

Utilizando o procedimento experimental descrito na seccdo 3.2.3 do capitulo 3. As figuras
seguintes ilustram alguns destes ensaios, onde foi seleccionado apenas um dos compostos (&cido
nalidixico) como exemplo ilustrativo, em agua e num dos fluidos bioldgicos simulados (solugdo
aquosa com forca ionica isotdnica — condigdes fisioldgicas), os restantes estudos efectuados
encontram-se descritos no anexo D, onde se pode comparar e avaliar a velocidade de dissolucéo de

cada um destes PAFs.
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Figura 4.9 — Velocidade de dissolugdo do acido nalidixico em &gua a uma temperatura de 25 °C (m) e numa
solucdo fisiol6gica de NaCl 0,15M (forga idnica isotdnica) a uma temperatura de 37 °C (©).

O procedimento experimental aplicado quer para 0s ensaios em agua, quer para 0s ensaios nos
fluidos bioldgicos, foi sempre 0 mesmo assim como as condigdes experimentais (temperatura de 25 °C
e velocidade de agitacdo constante a 1400 rpm). Em relac@o as velocidades de dissolucéo, tanto para o
caso do &cido nalidixico como para os restantes PAFs &cidos pode-se concluir que o tempo que um
composto demora a atingir o equilibrio termodindmico em &gua é o0 mesmo que em qualquer um dos
fluidos biolégicos, dependendo apenas do PAF em questéo.

E necessario realcar que para todos os PAFs acidos estudados foi verificado se existia ou ndo
alteracdo do espectro de UV-vis, 0 que poderia indicar a ocorréncia de degradacdo dos compostos.
Para todos os PAFs nas diferentes condicGes de pH e temperatura ndo se verificou degradacdo, com
excepgdo do PAF 4-aminosalicilico em agua a 37 °C e nos trés fluidos biolégicos simulados utilizados
no presente trabalho.

Uma vez que o acido 4-aminosalicilico apresentava indicios de degradacdo ao longo do tempo,
foi realizado um estudo com o tempo mais detalhado para este PAF. Nas solugdes de NaCl e de
tampdo fosfato a pH=6,8, 0 composto apresentou inicialmente um espectro inalterado, com um pico a
266 nm e outro a 300 nm, como se pode verificar através das Figuras 4.10 e 4.11. A degradacdo do
composto comeca a ocorrer as 36 h e 48 h para a solucdo fisioldgica 0,15 M de NaCl e para a solucéo

de pH=6,8, respectivamente, e pode ser seguida através da deformacéo do pico a 300 nm.
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Figura 4.10 - Espectro caracteristico UV-vis do acido 4-aminosalicilico numa solugéo fisiologica 0,15M de
NaCl a 37 °C e a diferentes tempos de dissolucéo.

2,0
28 horas
15 48 horas
72 horas
0
o
c
«S
e 10f .
o
7]
o
<
0,5F 4
0,0 L L . _
200 250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.11 — Espectro caracteristico UV-vis do &cido 4-aminosalicilico numa solugdo tampé&o fosfato pH=6,8 a
37 °C e a diferentes tempos de dissolucéo.

Em relacdo ao comportamento deste PAF numa solucdo de 0,1 N HCI a pH=1,0, a uma
temperatura de 37 °C, verifica-se que o composto comeca a degradar-se num espaco de tempo mais

curto chegando a modificar por completo o seu espectro, como ilustrado na Figura 4.12.
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Figura 4.12 — Espectro caracteristico UV-vis do acido 4-aminosalicilico numa solucdo 0,1M HCI (pH=1,0) a 37
°C e a diferentes tempos de dissolucéo.

Seguidamente procedeu-se entdo ao estudo da velocidade de dissolucdo deste PAF na gama de
tempos em que ndo apresenta degradacdo. O perfil de dissolugdo deste PAF foi determinado a 25 °C e

em &gua, e é ilustrado na figura 4.13.
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Figura 4.13 — Velocidade de dissolucéo do acido 4-aminosalicilico em dgua a uma temperatura de 25 °C.
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Verificou-se que este PAF demora cerca de 50 horas a atingir o estado estacionario em agua, a
25 °C. Neste caso, apds o composto ter atingido neste tempo o estado estacionario e de forma a
verificar uma possivel decomposicdo com o tempo, foi retirada uma amostra apoés 225 horas e
comprovou-se que este mantinha o valor obtido anteriormente. Quando se tentou reproduzir estes
resultados, como descrito no procedimento, para os fluidos biolégicos a 37 °C, verificou-se que devido
ao aumento de temperatura e a variagdo do pH do meio, este comeca a degradar-se, e 0 seu pico
caracteristico de absorcdo na zona dos 266 nm em agua a 25 °C sofre modificagdes. Os resultados para
a velocidade de dissolugdo deste composto nos fluidos bioldgicos encontra-se nas Figuras 4.14, 4.15 e
4.16.
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Figura 4.14 — Velocidade de dissolucao do acido 4-aminosalicilico a 37 °C, numa solucéo fisioldgica de 0,15M
de NaCl.
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Figura 4.15 — Velocidade de dissolucdo do &cido 4-aminosalicilico a 37 °C, numa solucdo tampdo fosfato de
pH=6,8.
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Figura 4.16 — Velocidade de dissolucéo do acido 4-aminosalicilico a 37 °C, numa solucdo tampao 0,1 N HCL a
pH=1,0.
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Através da analise destas Figuras 4.14, 4.15 e 4.16 referentes a solugdo fisiolégica de NaCl, a
solucdo tampdo fosfato a pH=6,8 e a solugdo 0,1 N HCI a pH=1,0 é possivel inferir acerca da
velocidade de dissolugdo do composto nestes solventes, sendo obtidos os tempos maximos em que se
atinge o maximo de dissolugdo em aproximadamente 28 horas, 24 horas e 40 minutos,

respectivamente.

4.4.2.2. Solubilidades em agua

Os ensaios de solubilidades dos LlIs baseados na colina e conjugados com diversos PAFs
acidos e dos respectivos PAFs de partida foram realizados em diversas condi¢des, de forma a poder-se
comparar e avaliar o efeito da formulagdo proposta na solubilidade e biodisponibilidade dos PAFs
originais. Inicialmente efectuaram-se estudos de solubilidades em a agua a temperatura de 25 °C. Os
resultados obtidos para os diferentes PAFs referentes aos valores de solubilidades em agua e a 25 °C

apresentam-se ilustrados na Figura 4.17, e listados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 — Solubilidade dos LI-PAFs baseados no cati&o [N111,0n]" € dos PAFs de partida, em agua a 25 °C.

PAFs de partida e

combinados com o catido

colina

Solubilidade (mg/mL)

(Sto)

Acido Nalidixico

0,028 + 1,00x10° (0,031)* 1%

[N111201] [Nalidixato] 9512 +4.44
Acido Niflamico 0,021 + 1,00x10°® (0,019)* 1
[N11120][Niflimato] 1123,6 + 37,1
Acido 4-aminosalicilico 4,55 + 0,22 (2,0)* %)
[N111201][4-aminosalicilato] 101,3+2,8
Acido Pirazindico 6,76 £ 0,06 (8,30)* "
[N111201][Pirazinoato] 254,9+7,3
Acido Picolinico 466,7 + 32,6 (887,0)* **
[N111201][Picolinato] 350,4+1,5

*Os valores assinalados entre paréntesis correspondem aos valores de solubilidades tedricas destes PAFs.
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Figura 4.17 — Solubilidades relativas aos LI-PAFs, tanto na forma acida como na forma de liquido i6nico, em
aguaea25°C.

De acordo com a Figura 4.17 pode-se inferir que a formacdo de um liquido i6nico com a
presenca do catido colina aumenta a solubilidade de todos os PAF de partida, a excepcao do acido
picolinico. Este &cido ja apresenta uma solubilidade elevada, com um valor de 466,7 mg/mL
(classificado como PAF com uma solubilidade elevada, superior a 65 mg/mL, segundo a Tabela 2.1 do
capitulo 2) e quando é transformado na forma de liquido i6nico, conjugado com o catido colina, a
solubilidade decresce, embora de forma ndo significativa, pois mantém-se na mesma ordem de
grandeza, com um valor de 350,4 mg/mL. De recordar que tal como j& foi referido na introdugéo, que
0 objectivo principal deste estudo para o acido picolinico ndo é o aumento da sua solubilidade em
agua, mas a optimizacdo de uma das suas principais fungdes como suplemento nutricional. O &cido
picolinico € um agente quelante de elementos como o cromio, zinco, manganésio, cobre, ferro e
molibdénio no corpo humano. Dado que a colina serve um nimero de fungGes no organismo, os LIs
baseados no catido colina apresentam o potencial de penetrar nas membranas celulares e substituir a

agua nas células (120).
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4.4.2.3. Solubilidades em Fluidos Biologicos

Além dos ensaios de solubilidades em &gua de Lls baseados em PAFs, foram também
determinados valores de solubilidades destes compostos em fluidos bioldgicos simulados apropriados
para testes de dissolugdo, indicados na Tabela 4.7, de forma a poder-se comparar e avaliar a sua
solubilidade e biodisponibilidade nos locais potenciais de absorcao.

Antes de se iniciar os ensaios em fluidos biol6gicos simulados, € til verificar o pKa do PAF
uma vez que consoante o pKa do PAF e o pH do solvente, podem existir diferentes espécies ou
estados de ionizacdo do principio activo farmac€utico em solugdo. Os pKa’s dos PAFs acidos
estudados encontram-se descritos na Tabela 4.9. Em meios &cidos, as bases fracas encontram-se
predominantemente na forma ionizada, polar e com maior dificuldade para passar as membranas
biolégicas, ao contrario de &cidos fracos que se dissociam pouco, permanecendo na forma molecular,

logo sendo mais lipossolUveis e com melhor capacidade de difuséo.

Tabela 4.9 — Valores de pKa’s a 25 °C para 0os PAFs de partida estudados.

PAF de partida pKa (25 °C)
Acido nalidixico 6,04 12
Acido niflimico 4,314%2

Acido picolinico 1,31: 5.26 1)
Acido pirazindico 290124

Acido 4-aminosalicilico 1,78; 3,63 4%

Na Tabela 4.10 encontram-se listadas as solubilidades de cada um dos PAF nos diferentes
fluidos bioldgicos. Nas Figuras 4.18 — 4.22 optou-se por comparar para cada PAF a solubilidade das
diversas formas, na forma de 4cido e na forma do respectivo liquido idnico, em que o PAF é utilizado
como anido e a colina utilizado como catido, nos varios solventes estudados. Além desta anélise é
também possivel em cada figura, inferir-se acerca dos resultados obtidos a 25 °C em agua e dos

resultados para cada um dos fluidos biol6gicos a 37 °C, para ambas as formas do PAF.

78



Tabela 4.10 - Solubilidade (mg/mL) dos LI-PAFs baseados no cati&o [N111001]" € dos respectivos PAFs de
origem nos diferentes fluidos bioldgicos a 37 °C.

Fluido gastrico Fluido intestinal Solucéo
PAFs de partida e simulado (pH=1,0) simulado (pH=6,8) fisioldgica NaCl
combinados com o catido 37°C 37°C 37°C
colina (Sxo (Sxo (Sxo
Acido Nalidixico 0,052 +2,00x10° 0,330 + 13,5x10° 0,057 + 5,45x10™
[N111204] [Nalidixato] 14,1 + 0,227 38,9 + 0,425 95,3 + 1,41
Acido NiflGmico 0,659 + 5,17x10% 1,54 + 0,102 0,086 +1,45x10°®
[N11120H][Nif|l]mat0] 77,6 3,76 333,9+ 36,1 952,8 + 46,1
Acido 4-aminosalicilico 7,24 +0,171 9,96 + 0,129 13,4 + 87,7x10°
[N111201][4-aminosalicilato] 19,6 + 0,383 152,3 £ 0,821 777,0+0,712
Acido Pirazindico 8,55+ 0,138 13,3+ 0,501 9,75+ 0,513
[N111204][Pirazinoato] 67,2+2,21 318,5+8,11 220,7 + 10,6
Acido Picolinico 535,1 +4.81 689,7 £ 19,21 655,4 + 0,881
[N111201][Picolinato] 1195,9 + 6,33 3285,6 + 1,82 —
100,0
gool  25°C 37°C
60,0 F
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Figura 4.18 — Solubilidades do PAF acido nalidixico e respectivo liquido iénico, [N11120n][Nalidixato], em agua
a 25 °C e em fluidos bioldgicos simulados a 37 °C.
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Figura 4.19 — Solubilidades do PAF &cido niflimico e respectivo liquido idnico, [N111,04][Nifldmato], em agua
a 25 °C e em fluidos bioldgicos simulados a 37 °C.
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Figura 4.20 — Solubilidades do PAF &cido 4-aminosalicilico e respectivo liquido ionico, [N111001][4-

aminosalicilato], em dgua a 25 °C e em fluidos biolégicos simulados a 37 °C.
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Figura 4.21 — Solubilidades do PAF &cido pirazindico e respectivo liquido ionico, [Ni1120n][pirazinoato], em
agua a 25 °C e em fluidos bioldgicos simulados a 37 °C.
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Figura 4.22 — Solubilidades do PAF &cido picolinico e respectivo liquido iénico, [N111204][picolinato], em agua
a 25 °C e em fluidos bioldgicos simulados a 37 °C.
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De uma maneira geral é possivel enunciar a evidéncia do aumento de solubilidades dos PAFs
na forma de liquido idnico em relacdo aos PAFs de partida, tanto para a temperatura de 25 °C como
para a temperatura de 37 °C, e 0 mesmo se verifica para qualquer um dos fluidos biolégicos simulados
utilizados. Outra das conclusfes que se pode retirar da analise destas figuras é o factor de aumento das
solubilidades, que é sempre muito superior quando se utiliza como solvente a 4gua em relacdo aos
fluidos bioldgicos.

Quando tecemos as comparacdes entre 0s resultados obtidos em dgua com aqueles obtidos nos
fluidos bioldgicos para os PAFs de partida, é possivel inferir acerca do efeito que valor do pH do
solvente apresenta na solubilidade. Em relacdo aos valores obtidos para cada solvente, e através da
analise das figuras e da Tabela 4.9 ¢é perceptivel que existe uma tendéncia l6gica para os valores de
solubilidades obtidos. Em relacdo aos PAFs na forma de &cidos, verifica-se sempre uma menor
solubilidade em agua e a 25 °C, em simultdneo com a solucéo fisioldgica de 0,15 M de NaCl, uma vez
que apresentam aproximadamente o mesmo valor de pH (~ 7,0), e portanto as diferencas residem
apenas na presenca de NaCl e na temperatura. Embora em alguns casos a solubilidade na solucéo
fisioldgica seja superior a obtida em agua, estes dois valores nunca se apresentam muito discrepantes.
Em relagdo as solubilidades determinadas para a solucao de 0,1 N de HCI verifica-se em quase todos
0s casos, que esta apresenta valores de solubilidades intermédios, ou seja, sdo sempre superiores aos
valores obtidos a 25 °C em agua e sempre inferiores a solucdo tampéao fosfato a pH=6,8. Em relagdo as
solubilidades obtidas para a solucdo fisiologica de NaCl, verifica-se sempre uma diminui¢do das
solubilidades para a solucdo de 0,1 N de HCI ou em alguns casos os valores de solubilidades sdo
idénticos para ambos o0s solventes.

Em relacdo aos PAFs na forma de liquido i6nico, e ao invés do que se verifica para a forma
acida, os valores de solubilidades sdo superiores em agua a 25 °C e na solucdo fisiologica de NaCl a
37 °C, verificando-se em alguns casos a obtencdo de valores de solubilidade idénticos para ambas as
solucbes. Seguidamente, destaca-se os valores de solubilidade menores que s&o obtidos na solucéo de
0,1 N de HCI a pH=1, apresentando-se sempre de forma consistente. Por fim, a solu¢do tampé&o fosfato
a pH=6,8 apresenta valores de solubilidades superiores aos obtidos para a solucdo a pH=1,0 e
inferiores ou por vezes idénticos aos valores obtidos para a solucéo fisiologica de NaCl.

De acordo com o PAF em questdo e devido as caracteristicas fisico-quimicas que cada um
apresenta, podem existir excepcGes nos valores de solubilidade obtidos e de acordo com as conclusdes
enunciadas acima. Uma excepcao verificada neste trabalho e que se destaca dos restantes PAFs, é o
acido picolinico. Este principio activo farmacéutico, na forma acida, ao contrario dos restantes que
apresentam solubilidades reduzidas, numa gama de 0,021 mg/mL a 6,76 mg/mL, apresenta um valor
de solubilidade muito superior (aproximadamente 15000 vezes superior), com um valor de
solubilidade de 471,4 mg/mL. Se j& na forma &cida se verifica uma excepcédo, quando transformado na
forma de liquido i6nico 0 mesmo se verifica, pois pela analise da Figura 4.22 este apresenta uma

solubilidade superior a pH=1,0 ao invés dos restantes PAFs que apresentam solubilidades inferiores
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neste solvente. E importante ainda referir que este composto até a finalizacdo dos ensaios
experimentais se apresentava completamente soltvel nas solugdes de 0,1N HCI pH=1,0 e de tampé&o
fosfato pH=6,8 (por método visual), e quando quantificadas por espectroscopia de UV-vis
apresentaram valores de quantidade dissolvida de 3285,6 mg/mL e 1195,9 mg/mL, respectivamente.

4.5. Concentracoes micelares criticas (CMC’s)

O estudo sobre a possibilidade de formacdo micelar em moléculas naturais e farmacos é
essencial para a avaliacdo das suas propriedades e da sua influéncia nos processos bioldgicos. Para
alguns dos liquidos iénicos baseados nos PAFs estudados neste trabalho, ndo foi possivel determinar
as solubilidades em agua, uma vez que estes apresentam propriedades tensioactivas. Assim, foi
necessario determinar as suas concentracfes micelares criticas, uma vez que este € um parametro que
descreve a forma como um composto se organiza numa solugdo aquosa. Assim, através de valores de
condutividade em funcédo da concentragdo do LI (procedimento descrito na sec¢do 3.2.4 do capitulo 3)
determinou-se experimentalmente as CMC’s dos Lls surfactantes: [CiPir][Cl] (Cloreto de
Cetilpiridinio), [CiPir][Amp] (Ampicilinato de Cetilpiridinio), [CiPir][lbu] (lbuprofenato de
Cetilpiridinio), [Aliquat][Ibu] (Ibuprofenato de Aliquat), [Pess14][Ibu] (Ibuprofenato de Fosfonio) e
[OHC,MIM][Docusato] (Docusato de 1-hidroxietil-3-metilimidazélio).

Antes de se iniciarem 0s ensaios de determinagdo das CMC’s destes liquidos ionicos, foi
necessario efectuar a validacdo do método, através da determinacdo da CMC de um surfactante
tabelado, o [CycPir][CI]. Tal como foi anteriormente descrito na parte experimental, o valor da CMC é
obtido por interseccdo das duas rectas que representam duas gamas de concentracdo onde a
condutividade é efectuada de formas distintas, como se pode observar na Figura 4.23. O [CysPir][Cl]
apresentou um valor de CMC de 0,330 g/L, o que se demonstrou ser concordante com a bibliografia
(0,339 g/L) (126).
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Figura 4.23 — Determinacdo da CMC do LI Cloreto de cetilpiridinio ([C4Pir][CI]), em &dgua a 25 °C através da
medicdo da condutividade em funcdo da concentragéo do tensioactivo.

Assim, através da medicgdo da condutividade em funcéo da concentragdo do LI determinaram-
se experimentalmente as CMC’s dos Lls surfactantes: [CisPir][CI] (Cloreto de Cetilpiridinio),
[Ci6Pir][Amp] (Ampicilinato de Cetilpiridinio), [CyPir][Ibu] (lbuprofenato de Cetilpiridinio),
[Aliquat][Ibu] (lbuprofenato de Aliquat), [Peees1s][lbu] (Ibuprofenato de Fosfonio) e
[OHC,MIM][Docusato] (Docusato de 1-hidroxietil-3-metilimidazd6lio) obtendo-se os valores descritos
na Tabela 4.11. Os valores de condutividade assim como as suas representacdes graficas encontram-se
no anexo E. Através da analise das Figuras do anexo E é possivel observar em todas elas a ocorréncia
de uma CMC, apesar de nao ser tdo evidente em todos os casos, devido a influéncia de varios factores,

como a natureza do tensioactivo, a temperatura e a forca ionica.
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Tabela 4.11 — CMC de Liquidos iénicos tensioactivos formulados apartir de principios activos farmacéuticos a
25 °C e em agua.

Lls tensioactivos CMC’s (g/L) CMC’s (mmol/L)
[CysPir[Amp] 0,290 0,444
[C16Pir][IbU] 0,036 0,069
[Pé6.6.6.14][1bU] 0,556 0,807
[Aliquat][Ibu] 0,194 0,350

[OHC,MIM][Docusato] 0,301 0,549

Com base nestes resultados ¢ possivel inferir acerca dos valores de CMC’s obtidos,
nomeadamente observar as diferencas dos valores obtidos experimentalmente para os LIs constituidos
pelo mesmo catido surfactante, cetilpiridinio ([CysPir]") conjugado com diferentes contra-ides, e
comparar o efeito da natureza do catido nas CMC’s dos liquidos i6nicos baseados no PAF ibuprofeno
(anido ibuprofenato, [lbu]).

Dos Lls baseados no catido cetilpiridinio ([CyPir]”), o que apresenta uma maior CMC é o
[C16Pir][CI]. Resultado expectavel, dado que quanto menor o tamanho do contra-ido, maior sera a
CMC, devido a presenca de um grau de hidratagdo maior para i6es mais pequenos e mais
electropositivos, tornando mais dificil o processo de formacdo de micelas. Os i6es menos hidratados
podem ser facilmente adsorvidos nas superficies micelares e assim acabam por diminuir a repulsdo das
cargas entre os grupos polares, conduzindo a formacdo de micelas grandes. Adicionalmente, a
presenca de contra iGes de natureza organica (ampicilinato e ibuprofenato) confere ao LI um valor de
CMC mais baixo e, consequentemente um nimero de agregados mais elevado do que na presenca de
contra ides inorganicos.

Outra andlise possivel é a comparacdo dos LIs que apresentam o mesmo anido, [lbu]’, e se
encontram conjugados com diferentes agentes surfactantes. Aquele que apresenta um maior valor de
CMC ¢é 0 [Pegg4l[lbu] e 0 que apresenta um menor valor de CMC é o [CyPir][lbu]. O factor
determinante para esta diferenca nas CMC'’s ¢ a hidrofobicidade, que pode ser medida pelo nimero de
carbonos que possuem na cadeia hidrocarbonada. Quanto maior for o nimero de carbonos na cadeia
apolar, menor serd o valor da sua CMC, e consequentemente maior serd 0 nimero de agregados
formados e o seu tamanho.

A natureza modular intrinseca dos liquidos ionicos permite a obtengdo de LIs baseados em
PAFs com propriedades surfactantes, que podem apresentar uma série de vantagens e potenciais

utilizagdes em sistemas bioldgicos. As micelas sdo actualmente utilizadas na formulagdo de emulsdes
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para a entrega de farmacos pouco sollveis em agua, porque elas podem solubilizar o componente
activo no seu nucleo interno, protegendo-o do contacto com o ambiente aquoso envolvente. Assim, 0
involucro da micela proporciona uma maior estabilizacdo no meio aquoso e interage com as proteinas
plasméticas e as membranas celulares. Os LIs biologicamente activos com propriedades surfactantes
apresentam um enorme potencial na veiculagdo de farmacos, permitindo que os transportadores
micelares apresentem actividade bioldgica, possibilitando uma minimizacéo de efeitos secundérios do
farmaco veiculado ou o desenvolvimento de novas terapias com a conjugacdo de dois compostos

activos. Todas estas possibilidades oferecem interessantes avenidas a serem exploradas.
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Capitulo 5
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5.1. Sintese do Trabalho e Conclusdes

O presente trabalho incidiu no desenvolvimento de uma plataforma de sintese de liquidos
ibnicos biologicamente activos, em que o anido € um principio activo farmacéutico (ampicilina,
ibuprofeno, naproxeno, acido nalidixico, acido niflumico, &cido picolinico, &cido pirazindico, acido 4-
aminosalicilico) e o catido é de natureza organica variada, de reduzida toxicidade, biocompativel e
alguns biodegradaveis (p.e. colina). O objectivo desta dissertacdo enquadrou-se na adequacdo de
algumas propriedades dos PAFs, nomeadamente a sua solubilidade em &gua e fluidos bioldgicos,
assim como o coeficiente particdo octanol — 4gua de forma a aumentar a sua biodisponibilidade.
Foram ainda sintetizados e estudados LIs baseados em PAFs com propriedades tensioactivas para
possivel utilizacdo na veiculagdo de farmacos.

Através da caracterizacdo térmica dos liquidos idnicos baseados em PAFs, verificou-se que
através de uma selecgdo criteriosa do catido organico, é possivel modificar propriedades térmicas
importantes, tais como, ponto de fusdo e estabilidade térmica. Para todos os liquidos i6nicos baseados
em PAFs estudados no presente trabalho, verificou-se uma reducdo efectiva do ponto de fusdo
comparativamente com os PAFs de partida. No entanto, a maioria dos PAFs estudados neste trabalho
apresentam-se ainda no estado sélido a temperatura ambiente. Por outro lado, os resultados obtidos
demonstram que a selec¢do criteriosa do catido orgénico permite provocar importantes alterac@es nas
propriedades fisicas dos PAFs de partida, verificando-se um aumento das solubilidades em agua e em
fluidos bioldgicos, e um aumento do potencial de permeacdo em membranas dos PAFs de partida
guando transformados em Lls.

Relativamente aos PAFs ampicilina, ibuprofeno e naproxeno, que foram conjugados com
diversos catifes organicos com base na plataforma sintética proposta, os resultados demonstraram-se
unanimes e concluiu-se que as solubilidades em &gua, para ambas as temperaturas, podem ser
melhoradas consoante o catido conjugado com o PAF, pois este influencia directamente a solubilidade
de acordo com a sua estrutura quimica e polaridade. Verificaram-se casos de sucesso, em que se
conseguiu aumentar as solubilidades num factor de 1000. Adicionalmente, os coeficientes de particdo
octanol — &gua para os LIs baseados no PAF ampicilina, indicam que a formulacdo do PAF ampicilina
na forma de LI, para todos os catides considerados, permite um aumento do coeficiente de particdo
octanol — agua relativamente ao PAF de partida. E relevante salientar a concordancia entre o efeito do
catido na solubilidade em agua e nos Kow’s dos liquidos i6nicos baseados na ampicilina, o que
permitiu validar estes dois procedimentos experimentais independentes, a determinacdo da
solubilidade em agua e dos coeficientes de particdo octanol — agua.

Tendo em consideracdo a reniténcia da area das biociéncias na utilizagdo de liquidos idnicos,
principalmente devido a toxicidade dos contra-iGes, sintetizaram-se LIs com diversos acidos organicos
com propriedades farmacéuticas, conjugados com o catido colina, um micronutriente essencial, de

modo a desenvolver-se LIs baseados em componentes biocompativeis, biodegradaveis e de reduzida
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toxicidade. Para além das solubilidades em &gua (25 °C), para estes LIs foi determinada a solubilidade
a 37 °C em fluidos bioldgicos, uma vez que a maioria dos PAFs sdo absorvidos maioritariamente ao
nivel da mucosa géstrica e intestinal. A partir destes resultados, concluiu-se que a solubilidade embora
aumentada da mesma forma que em agua a 25 °C, depende dos valores de pH e forca idnica,
verificando-se uma tendéncia de solubilidades superiores para a solucdo de pH superior ou mais basico
(solucdo isotdnica de NaCl e fluido intestinal simulado — pH = 6,8) e solubilidades inferiores para a
solucdo de pH inferior ou mais acido (fluido gastrico simulado — pH = 1,0).

Verificou-se ainda que o catido colina apresenta uma série de vantagens para a sua utilizacéo
nestes estudos, dado que todos os PAFs estudados no presente trabalho (ampicilina, ibuprofeno,
naproxeno, acido nalidixico, acido niflimico, &cido picolinico, &cido pirazindico e 4cido 4-
aminosalicilico) apresentam resultados melhorados de solubilidade e biodisponibilidade quando
combinados com o catido colina. Este catido apresenta portanto propriedades promissoras e
interessantes para investigagdes na area da biomedicina, uma vez que é considerado um micronutriente
essencial do organismo.

Por fim, foram também desenvolvidos LIs baseados em PAFs que apresentam nha sua
constituicdo catibes com propriedades tensioactivas, tendo-se determinado as suas concentracGes
micelares criticas. Estes LI-PAFs com propriedades surfactantes apresentam potenciais aplicagdes para
veiculacdo de farmacos.

Sumariando, os estudos efectuados apresentaram resultados promissores, na medida em que
foi possivel verificar o aumento das solubilidades em agua e em fluidos biol6gicos, e do potencial de
permeacdao em membranas dos PAFs de partida quando transformados em Lls. Foram também
desenvolvidos LI-PAFs com propriedades surfactantes, com potenciais aplicagdes para veiculacdo de
farmacos. Os resultados obtidos oferecem novas e interessantes avenidas de investigagdo para ambas

as comunidades, farmacéutica e dos liquidos i6nicos.

5.2.  Desenvolvimentos Futuros

Perante os resultados obtidos é possivel concluir sobre a importancia deste estudo na 32
geracdo de LIs, onde se enquadram os liquidos idnicos baseados em principios activos farmacéuticos e
a sua investigacdo em estudos posteriores para novos desenvolvimentos em aplicagdes biomédicas,
farmacéuticas e biotecnoldgicas. Nas dltimas duas décadas tém sido realizados esforgos importantes na
compreensdo das propriedades fisico-quimicas dos LIs que tém conduzido & sua vasta gama de
aplicagdes, e ao seu desenvolvimento. No entanto, é necessaria mais investigagdo nesta area, de forma
a explorar mais detalhadamente as suas aplica¢fes biomédicas.

Uma melhor compreensdo das propriedades, especialmente a toxicidade, poderd ajudar no

desenvolvimento de novos LIs como principios activos farmacéuticos e torna-los vantajosos através
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das inimeras aplicagdes possiveis. Uma nova estratégia de modelacdo dos LlIs, através das inimeras
conjugacOes de catides e anides possiveis, tem o potencial de transformar e proporcionar a industria
farmacéutica e médica, PAFs com actividades melhoradas (solubilidades e biodisponibilidade),
aplicados em novas opgdes de tratamentos ou mesmo através de medicagdo personalizada.

Esta abordagem pode apresentar-se como uma plataforma para melhorar a actividade de PAFs,
que muitas vezes sdo reprovados pelas autoridades reguladoras em ensaios clinicos de Gltima fase, e
em vez de serem ignorados ou descartados, podem ser consideradas alternativas ao contorno de
problemas no estado sélido, através de uma infinidade de novas possibilidades, desafios e

oportunidades.
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Anexo A

A.l. Caracterizacdo dos LIs baseados no PAF Ampicilina

[TEA][Amp]

) \j_,":-‘h IDI )/___ ll H___{ t\_'//’
I s b.)—-g-
8]

'H RMN (CD;OD, 400.13 MH?z)

§=7.48 (2H, d, ] = 7.4Hz, h), 7.36 (t, 1H, J = 7.3Hz, j), 7.30 (m, 2H, i), 5.00 (d, 1H, J= 6.0Hz, c),
4.64 (s, 1H, b), 4.33 (d, 1H, J= 6.0Hz, d), 3.42, (s, 1H, €) 3.28 (g, 8H, J =7.3 Hz, f), 1.45 (s, 3H, a),

1.28 (tt, 12H, J = 1.9 Hz, J = 7.3 Hz g), 1.22 (s, 3H, a) ppm.

BC-NMR (CD;0D, 100.62 MHz)

6 =175.58, 174.83, 140.88, 130.06, 129.88, 129.22, 128.58, 77.13, 66.66, 60.19, 60.00, 59.54, 53.27,

53.24, 53.21, 27.79, 27.44, 7.63 ppm.
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[N11120n][AMP]

NH2 f
f - f

'/k/'e \E&S
S }*

'H RMN (CD;0D, 400.13 MHz)
8 =7.49-7.27 (m, 5H, i, j, k), 5.00 (d, 1H, J=6.0 Hz, c), 4.65 (s, 1H, b), 4.34 (d, 1H, J=6.0Hz, d), 3.98
(m, 2H, h), 3.46 (m, 2H, g), 3.42 (s, 1H, ¢), 3.19 (s, 9H, 1), 1.45 (s, 3H, a), 1.22 (s, 3H, a) ppm.

¥C-NMR (CD;OD, 100.62 MH?z)
§=175.59, 174.91, 174.82, 140.95, 129.88, 129.22, 128.56, 77.11, 69.06, 66.67, 60.20,
60.04, 59.53, 57.10, 54.73, 27.78, 27.47 ppm.

[CoMIM][Amp]

IFle k
| H S==
r”\ d ¢S L
f—N: |
Nd ) 2N g
n ,,l[ 8 /l'_-'.__%a i \(
4 %
O -0
O

'"H RMN (CD;0D, 400.13 MHz)

8 =7.63 (d, 1H, J = 1.9Hz, k), 7.55 (d, 1H, J = 1.9Hz, j),7.48-7.46 (m, 2H, 1), 7.36-7.32 (m, 2H, m),
7.27-7.25 (m, 1H, n); 5.01 (d, 1H, J=6.0 Hz, c), 4.59 (s, 1H, b), 4.32 (d, 1H, J=6.0 Hz, d) 4.24 (q, 2H,
J=7.4Hz, h), 3.90 (s, 3H, f), 3.43 (s, 1H, e), 1,52 (t, 3H, J=7.4Hz, g), 1.46 (s, 3H, a), 1.22 (s, 3H, a)
ppm.

BC-NMR (CD;0D, 100.62 MHz)
& = 175.57, 175.15, 174.84, 141.24, 129.83, 129.12, 128.50, 124.96, 123.31, 77.12, 66.67, 60.18,
60.11, 59.54, 46.03, 36.46, 27.78, 27.47, 15.63ppm.
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[OHC,MIM][AmMPp]

ik H X I

[ /=
"III/%.'/ e\:Tr,N\ud"j.: S)( - N%z'ﬁ\f}l‘o
ﬁ'\;;;;l o }f-l‘:l— ~a [ g H

'H RMN (CD;OD, 400.13 MHz)

8 = 17.61 (d, 1H, J= 1.8Hz, k), 7.55 (d, 1H, J= 1.8Hz, j), 7.47 (d, 2H, J = 7.2Hz, 1), 7.35 (t, 2H, J=
7.3Hz, m), 7.29 (d, 1H, J = 7.2Hz, n), 5.00 (d, 1H, J=6.0 Hz, c), 4.63 (s, 1H, b), 4.33 (d, 1H, J=6.0 Hz,
d), 4.28 (t, 2H, J=3.8 Hz, g), 3.92 (s, 3H, f), 3.87 (t, 2H, J=3.8 Hz), 3.42 (s, 1H,e), 1.45 (s, 3H, a), 1.22
(s, 3H, a) ppm.

¥C-NMR (CD;OD, 100.62 MH?z)
§ = 175.60, 175.17, 174.85, 141.22, 129.85, 129.14, 128.51, 124.74, 124.03, 77.11, 66.67, 61.06,
60.19, 60.12, 59.53, 53.29, 36.46, 27.78, 27.48 ppm.

A.2. Caracterizacéo dos LIs baseados no catido colina ([N1i1120n]")

e conjugados com PAFs

A estrutura quimica da série de liquidos iénicos, baseados no catido colina e conjugados com
diversos PAFs, preparados no presente trabalho foi confirmada por RMN de protdo 'H e de carbono
Bc. A pureza dos liquidos i6nicos foi confirmada como a seguir descrito. No espectro de RMN de
protdo 'H, ndo se verificam ressonancias atribuidas as impurezas. A correlacdo catido/anido
esperada for confirmada por integracdo quantitativa dos picos de ressonancia 'H caracteristicos. As
impurezas de halogenetos, apenas CI pelo protocolo de sintese implementado, nos liquidos i6nicos
obtidos foram verificadas por eléctrodo de cloretos. Para todos os Lls sintetizados a quantidade de CI’

€ inferior a 2 ppm.
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Colina Nalidixato, ([N111201][Nal])

'H RMN (D0, 400 MHz)

’ N'\/\
/ OH
3 4
D0
1,2,3
7
2y 8 B 5
10 I ‘
I-ul 44" " ﬁ. " Js_._)t J[
: ; ; . . . : . . . . . ) . .
85 2.0 75 70 6.5 6.0 5.5 4.0 3.5 2.0 25 2.0 15 1.0

5.0 4.5
fL (pprm)
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3C RMN (D,0, 400 MHz)

AN P T A

T T
180 170 180 150 140 130 120 110 100

a0
1 (pprm)
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Colina Niflumato, ([NlllZOH][Nif])
'H RMN (D0, 400 MHz)

=T

D;0

10

*BH? I ;_Jﬂ LU ] ‘_J
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Colina Picolinato, ([N111201][Pic])
'H RMN (D0, 400 MHz)
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3C RMN (D,0, 400 MHz)
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Colina Pirazinoato, ([N11100n][Pir])
'H RMN (D0, 400 MHz)
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3C RMN (D,0, 400 MHz)
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Colina 4-AminoSalicilato, ([N11120n][4-AminoSal])
'H RMN (D0, 400 MHz)
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3C RMN (D,0, 400 MHz)
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Anexo B

B.1. Espectros UV-vis obtidos para cada PAF estudado, tanto na

forma acida como na forma de LI.

B.1.1. Ampicilina e respectivos LIs

1,0

—— Ampicilina acida

08 F

04 F

Absorvancia

0,0 1 1
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.1 - Espectro UV-vis da Ampicilina acida em agua.
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1,0

—— Ampicilina soédica

08 F

04 F

Absorvancia

0,0 L L L L L L L
260 280 300 320 340 360 380 400

Comprimento de onda (nm)

Figura B 2. Espectro UV-vis da Ampicilina sddica em agua.

1,6

14 F — [TEA]J[Amp] -

10F

Absorvancia
o
(00)

0,6 F

0,2 F

0’0 L L L
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.3 - Espectro UV-vis do LI [TEA][Amp] em &gua.
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1,0

—— [N11120H][Amp]

04}

Absorvancia

0’0 L L L L
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Comprimento de onda (nm)

Figura B.4 - Espectro UV-vis do LI [N111004][Amp] em agua.

1,0

—— [C2MIM][Amp]

06 F

Absorvancia

0,0 L L L L L L L L
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Comprimento de onda (nm)

Figura B.5 - Espectro UV-vis do LI [C;MIM][Amp] em agua.
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Absorvancia

14

12

1,0

0,8

0,6

04

0,2

—— [OHC2MIM][Amp]

0,0

220 240 260 280 300 320 340

B.1.2.

Absorvancia

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

Comprimento de onda (nm)

Figura B.6 - Espectro UV-vis do LI [OHC,MIM][Amp] em agua.

Ibuprofeno e respectivos LIs

360

380 400

—— lbuprofeno

240 260 280 300

Comprimento de onda (nm)

Figura B.7 - Espectro UV-vis do Ibuprofeno em agua.
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Absorvancia

Absorvancia

1,0

0,8 F

06 F

0,4 F

0,2

—— [N11120H][lbu]

0,0

0,5

0.4

0,3

0,2

0,1

0,0

240 260 280 300 320 340

Comprimento de onda (nm)

Figura B.8 - Espectro UV-vis do LI [Ny11001][Ibu] em agua.

——— [OHC2MIM][Ibu]

240 260 280 300 320

Comprimento de onda (nm)

Figura B.9 - Espectro UV-vis do LI [OHC,MIM][Ibu] em agua.
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B.1. 3. Naproxeno e respectivos LIs

Absorvancia

Absorvancia

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

—— Naproxeno
250 300 350 400 450
Comprimento de onda (nm)
Figura B.10 - Espectro UV-vis do Naproxeno em agua.
—— [N11120H][Nap]
250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.11 - Espectro UV-vis do LI [N111,04][Nap] em agua.
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1,0

——— [OHDC2MIM][Nap]

0,8 F

0,6 F

04 F

Absorvancia

0,2 F

0'0 L L
250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.12 - Espectro UV-vis do LI [OHC,MIM][Nap] em agua.

B.1.4. Acido Nalidixico e respectivo LI, em agua e fluidos biolégicos

1,0

—— Acido Nalidixico

0,8 F

Absorvancia

200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.13 - Espectro UV-vis do Acido Nalidixico em agua.
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Absorvancia

Absorvancia

1,0

06

—— Acido Nalidixico

0,0

250 300 350 400

1200 450
Comprimento de onda (nm)
Figura B. 14 - Espectro UV-vis do acido Nalidixico em NaCl.
1,0
—— Acido Nalidixico
08 | -
0,6 | -
0,0 L L L L
450

200

250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura B.15 - Espectro UV-vis do &cido Nalidixico a pH=1,0.
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Absorvancia

Absorvancia

1,0

—— Acido Nalidixico

0,0 L
200 250 300 350 400 450
Comprimento de onda (nm)
Figura B.16 - Espectro UV-vis do &cido Nalidixico a pH=6,8.
1,0
—— [N11120H][Nalidixato]
0,0 L L L Il
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.17 - Espectro UV-vis do LI [N111.04][Nalidixato] em agua.
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Absorvancia

Absorvancia

0,5

—— [N11120H][Nalidixato]

04 F

0,0 1
200 250 300 350 400 450
Comprimento de onda (nm)
Figura B.18 - Espectro UV-vis do LI [N11120H][Nalidixato] em NaCl.
1,0

—— [N11120H][Nalidixato]

200 250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura B.19 - Espectro UV-vis do LI [N11120H][Nalidixato] a pH=6,8.

450

129



1,0

—— [N11120H][Nalidixato]

0,8 F

Absorvancia

200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.20 - Espectro UV-vis do LI [N11120H][Nalidixato] a pH=1,0.

B.1.5. Acido Niflimico e respectivo LI, em agua e fluidos biolégicos

0,5

—— Acido Nifumico

04 f

03F

Absorvancia

0.2 F

01F

0,0 L i
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.21 - Espectro UV-vis do &cido niflimico em agua.
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Absorvancia

Absorvancia

0,30 g

0,25 F

0,20 f

0,15 F

0,10 f

0,05 F

—— Acido Nifamico

0,00
200

250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura B.22 - Espectro UV-vis do &cido niflimico em NaCl.

450

0,5

—— Acido Nifumico

0,0
200

250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura B.23 - Espectro UV-vis do &cido niflimico a pH=1,0

450
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0,5

—— Acido Nifumico

04} -

Absorvancia

0,0 L L L L
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.24 - Espectro UV-vis do &cido niflamico a pH=6,8.

1,0

—— [N11120H][Niflumato]

0,6 I

04}

Absorvancia

0,0 L L L ]
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.25 - Espectro UV-vis do LI [N111004][Niflumato] em agua.
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Absorvancia

Absorvancia

1,0
—— [N11120H][Niflumato]
0,8 F 4
0,0 L L L ]
200 250 300 350 400 450
Comprimento de onda (nm)
Figura B.26 - Espectro UV-vis do LI [N1;1004][Niflumato] a pH=1,0
1,0
—— [N11120H][Niflumato]
08 F 4
0,6 | 4
0'0 L L L I |
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.27 - Espectro UV-vis do LI [Ny11,04][Niflumato] a pH=6,8.
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B.1.6. Acido Pirazindico e respectivo LI, em agua e fluidos bioldgicos

1,6

1,4} —— Acido pirazinéico 4

1,2

10

0.8

Absorvancia

0,6

0,4

0,2

0,0 Il Il Il
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.28 - Espectro UV-vis do 4cido pirazindico em &gua.

1,0

—— Acido pirazinéico

Absorvancia

0,0 L L
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.29 - Espectro UV-vis do &cido pirazinoico a pH=6,8.

134



1,0

—— Acido pirazinéico

0.4} .

Absorvancia

0,0 L L ] I ]
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.30 - Espectro UV-vis do acido pirazindico a pH=1,0.

1,0

—— Acido pirazinéico

Absorvancia

O,o L L ] |
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.31 - Espectro UV-vis do &cido pirazindico em NaCl.
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1,6
1.4} —— [N11120H][Pirazinoato] | 4
S .
o
c
«©
2 -
o
n
o
<L -
0,0 L L ] ]
200 250 300 350 400 450
Comprimento de onda (nm)
Figura B.32 - Espectro UV-vis do LI [Ny11501][Pirazinoato] em &gua.
1,0
—— [N11120H][Pirazinoato]
08 F -
3
5 -
c
«©
2
o
0
o] -
<
0'0 L 1 ]
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.33 - Espectro UV-vis do LI [Ny11,04][Pirazinoato] em pH=6,8.
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Absorvancia

Absorvancia

1,0

—— [N11120H][Pirazinoato]

0,0 -
200 250 300 350 400 450
Comprimento de onda (nm)
Figura B.34 - Espectro UV-vis do LI [Ny11.04][Pirazinoato] em pH=1,0
1,0
—— [N11120H][Pirazinoato]
0.8 F -
0.6 F i
0.4 F -
0,2 F i
0,0 . . . .
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.35 - Espectro UV-vis do LI [Ny11.04][Pirazinoato] em NaCl.

137



B.1.7. Acido Picolinico e respectivo LI, em agua e fluidos biol6gicos

1,0

Acido picolinico

0,8 F

0,6

Absorvancia

04 F

0’0 L . 1
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.36 - Espectro UV-vis do &cido picolinico em agua.

1,0

Acido picolinico

0,8 F

0,6 F

Absorvancia

0,0 1 4
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.37 - Espectro UV-vis do &cido picolinico a pH=1,0.
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Absorvancia

Absorvancia

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

200

Acido picolinico

250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura B.38 - Espectro UV-vis do &cido picolinico a pH=6,8.

450

1,0

04 f

0,2 F

[N11120H][Picolinato]

0,0
200

250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura B.39 - Espectro UV-vis do LI [Ny11004][Picolinato] em agua.
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Absorvancia

Absorvancia

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

200

1,0
[N11120H][Picolinato]

0,8 F
0,6 F
0,4 F
0,2 F
0,0 i — 1 1

200 300 350 400

Comprimento de onda (nm)
Figura B.40 - Espectro UV-vis do LI [Ny11504][Picolinato] a pH=1,0.
[N11120H][Picolinato]
250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.41 - Espectro UV-vis do LI [Ny1120n][Picolinato] a pH=6,8.
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B.8. Acido 4-aminosalicilico e respectivo LI, em agua e fluidos bioldgicos

Absorvancia

Absorvancia

1,0

0.8

0,6
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0,2
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0,8

0,6
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0,2

0,0

Acido 4-aminosalicilico

200 250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura B.42 - Espectro UV-vis do &cido 4-aminosalicilico em agua.

450

Acido 4-aminosalicilico

200 250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura B.43 - Espectro UV-vis do &cido 4-aminosalicilico a pH=1,0

450
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Absorvancia

Absorvancia

1,0

0.8 |

0,6

0,4

0,2

0,0

2,0

15

1,0

0,5

0,0

[N11120OH][4-aminosalicilato]

200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)
Figura B.44 - Espectro UV-vis do LI [N111,04][4-aminosalicilato] em NaCl.

[N11120H][4-aminosalicilato]

200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura B.45 - Espectro UV-vis do LI [N111004][4-aminosalicilato] a pH=1,0.
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Absorvancia

1,0

0,8 |
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0,4

0,2

[N11120H][4-aminosalicilato]

0,0

200

250

300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura B.46 - Espectro UV-vis do LI [N111.01][4-aminosalicilato] a pH=6,8.
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Anexo C

C.1. Rectas de calibracdo tracadas para cada PAF estudado na

forma acida e na forma de L.

C.1.1. PAF Ampicilina e respectivos LIs

14

12 F

10F

0,6 F

Absorvancia

Y =908,2485x
R? =0,9997

04F

0,0 L L L L L L L
0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,000 0,0012 0,0014

Concentragao (M)

Figura C.1 — Recta de calibracdo para o LI [OHC,MIM][Amp] em agua.
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1,0

08I 4
©
o 06 4
=
«C
2
o
8 o4l .
< y = 700,6498x

R2=0,9988

0,2 F -

O’O L L L L L L L

0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,000 0,0012 0,0014

Concentragao (M)
Figura C.2. — Recta de calibragdo para o LI [C,MIM][Amp] em 4gua.

1,4

12 F -

10 F -
S
2 os} 4
«©
2
§ 06} y = 693,3264x |
< R2=0,9966

04| -

0,2 F -

0,0 L L L

0,0000 0,0005 0,0010 0,0015 0,0020

Concentragao (M)

Figura C.3 — Recta de calibracdo para o LI [N111004][Amp] em agua.
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C.1.2. lbuprofeno e respectivos LIs

0,30
0,25 F -
0,20 | -
8
o
c
«©
015} i
o
3 y = 311,7704x
< _
010 Rz =0,9997 i
0,05 F -
0,00 [ 1 1 1 1
0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010
Concentracao (M)
Figura C.4 — Recta de calibracdo para o Ibuprofeno em agua.
0,20
0,15 F -
5
o
[=
«C
g 010F i
o
2 y = 470,5333x
< Rz = 0,9982
0,05 -
0,00 Il Il Il Il
0,0000 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005
Concentracgao (M)
Figura C.5 — Recta de calibragdo para o LI [Ny11204][IBu] em agua.
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0,5
04} i
s
o 03F J
c
«C
2
o
3 02
< v y = 502,4442X
R2 = 0,9997
0,1 -
0,0(' 1 1 1 1
0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010
Concentragao (M)
Figura C.6 — Recta de calibracdo para o LI [OHC,MIM][IBu] em agua.
C.1.3. Naproxeno e respectivos LIs
1,4} -
1,2} .
1,0 f .
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< 08T y = 1195,5080x .
Rz =0,9994
04| -
02} .
0,0 L L L L L
0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010 0,0012

Concentragao (M)

Figura C.7 — Recta de calibragdo para o Naproxeno em agua.
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Absorvancia

Absorvancia

Figura C.9 —

1,0
08 F -
0,6 F -
04} y =1731,1212x 4
R2=0,9994
0,2 F -
0’0 L L L L L
0,0000 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005 0,0006
Concentragao (M)
Figura C.8 — Recta de calibracdo para o LI [N111,04][Nap] em agua.
1,0
0,8 F i
0,6 | .
y = 1850,5020x
Rz =0,9994
0,4 F .
02 1
O’O Il Il Il Il Il
0,0000 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005 0,0006

Concentragao (M)

Recta de calibracdo para o LI [OHC,MIM][Nap] em agua.
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C.1.4. PAF Acido Nalidixico e respectivos LIs

1,0
08} i
©
c 06F J
c
«C
< y = 24652,0473x
2 R2 = 1,0000
Ko} .
2 o4
0,2 i
0]0 L L L
0 le-5 2e-5 3e-5 4e-5 5e-5

Concentragao (M)

Figura C.10 — Recta de calibragdo para o acido nalidixico em agua.
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< %4 y = 22675,5636x 1
R2=0,9998
0,2 4
0’0 L L L
0 le-5 2e-5 3e-5 4e-5 5e-5

Concentragao (M)

Figura C.11 — Recta de calibragdo para o LI [N1;1504][Nalidixato] em agua.
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72}
S o4l -
y = 28640,9053x
Rz =1,0000
0.2 .
O’O L L L
0 le-5 2e-5 3e-5

Concentragao (M)

Figura C.12 — Recta de calibracdo para o LI [N31.04][Nalidixato] a pH=6,8.
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0,2 F 4
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0 le-5 2e-5 3e-5 4e-5
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Figura C.13 — Recta de calibragdo para o LI [N11520n][Nalidixato] em NaCl.
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Absorvancia
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1,2

10F

0,4

0,2

y = 31648,8267x
R2 = 0,987

0,0

0 le-5 2e-5 3e-5 4e-5
Concentracao (M)
Figura C.14 — Recta de calibragdo para o LI [N11120H][Nalidixato] a pH=1,0.
C.1.5. PAF Acido Niflimico e respectivos LIs
0,4
0,3 F J
0.2 F J
0,1 y = 20278,5520x .
R2=0,9928
0,0 Il Il Il Il Il Il Il
0,0 2,0e-6  4,0e-6 6,0e-6 80e6 10e5 1,2e-5 14e5

Concentragao (M)

Figura C.15 — Recta de calibragdo para o acido niflimico em agua.
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0,4

03 F

Absorvancia
o
i

y =8234,7201x
01F R? =0,9952 E

0 le-5 2e-5 3e-5 4e-5 5e-5

Concentragao (M)

Figura C.16 — Recta de calibracéo para o acido niflamico a pH=1,0.
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Figura C.17 — Recta de calibracdo para o acido niflimico a pH=6,8.
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R? =0,9966
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Figura C.18 — Recta de calibragéo para o 4cido niflimico em NaCl.
5 y =20154,3731x .
R?=0,9993
0 le-5 2e-5 3e-5 4e-5 5e-5 6e-5

Concentracao (M)

Figura C.19 — Recta de calibragdo para o LI [Ny11,01][Niflumato] em agua.
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R2=0,9999
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Figura C.20 — Recta de calibracdo para o LI [Ny31,04][Niflumato] a pH=1,0.
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Figura C.21 — Recta de calibracdo para o LI [N111.04][Niflumato] a pH=6,8.
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Figura C.22 — Recta de calibracdo para o LI [Ny31,04][Niflumato] em NaCl.

C.1.6. Acido Picolinico e respectivos LlIs
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Figura C.23 — Recta de calibracdo para o acido picolinico em agua.
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Figura C.24 — Recta de calibragéo para o 4cido picolinico em NacCl.
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Figura C.25 — Recta de calibracdo para o acido picolinico a pH=1,0.
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Figura C.26 — Recta de calibragéo para o 4cido picolinico a pH=6,8.
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Figura C.27 — Recta de calibracdo para o LI [N111004][Picolinato] em NaCl.
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Figura C.28 — Recta de calibracéo para o LI [Ny31,04][Picolinato] a pH=1,0.
C.1.7. Acido Pirazindico e respectivos LIs
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Figura C.29 — Recta de calibragdo para o acido pirazindico em agua.
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Figura C.30 — Recta de calibracdo para o acido pirazinéico a pH=1,0.
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Figura C.31 — Recta de calibracdo para o LI [N111,04][Pirazinoato] em agua.
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Figura C.32 — Recta de calibracéo para o LI [N111.04][Pirazinoato] em NaCl.
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Figura C.33 — Recta de calibragéo para o LI [Ny11204][Pirazinoato] a pH=1,0.
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Figura C.34 — Recta de calibragdo para o LI [Ny11,04][Pirazinoato] a pH=6,8.

C.1.8. Acido 4-aminosalicilico e respectivos LIs
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Figura C.35 — Recta de calibracdo para o acido 4-aminosalicilico em agua.
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Figura C.36 — Recta de calibracdo para o acido 4-aminosalicilico em NaCl.
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Figura C.37 — Recta de calibragdo para o acido 4-aminosalicilico a pH=6,8.

162



Absorvancia

Absorvancia

14

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

y = 4837,2661x
R2 =0,9996

6,0000 0,0001 0,0002 0,0003

1,4

1,2

1,0

0.8

0,6

0,4

0,2

0.0

Concentracgao (M)

Figura C.38 — Recta de calibragéo para o acido 4-aminosalicilico a pH=1,0.
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Figura C.39 — Recta de calibrag8o para o LI [N111,04][4-aminosalicilato] a pH=1,0.
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Figura C.40 — Recta de calibragdo para o LI [N1110,04][4-aminosalicilato] a pH=6,8.
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Anexo D

D.1. Velocidades de dissolucao para os diferentes PAFs

D.1.1. Acido nalidixico

0,05

0,04 | .

0,03 i

0,02 -

0,01 F -

Velocidade de dissolugao (mg/mL)

0,00 1 1 "
0 100 200 300 400

Tempo (h)

Figura D.1 — Velocidade de dissolugdo para o acido nalidixico em agua.
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Figura D.2 — Velocidade de dissolucdo para o acido nalidixico a pH=1,0.
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Figura D.3 — Velocidade de dissolu¢éo para o acido nalidixico a pH=6,8.
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Figura D.4 — Velocidade de dissolucédo para o acido niflimico a pH=1,0.
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Figura D.5 — Velocidade de dissolugdo para o acido niflimico a pH=6,8.
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Figura D.6 — Velocidade de dissolucdo para o acido niflimico em NacCl.
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D.1.3. Acido Pirazindico
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Figura D.7 — Velocidade de dissolugdo para o acido pirazindico em agua.
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Figura D.8 — Velocidade de dissolucao para o acido pirazinéico em NacCl.
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Figura D.9 — Velocidade de dissolugéo para o acido pirazindico a pH=1,0.
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Figura D.10 — Velocidade de dissolugdo para o acido pirazindico a pH=6,8.
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D.1.4. Acido Picolinico
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Figura D.11 — Velocidade de dissolugdo para o acido picolinico em agua.
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Figura D.12 — Velocidade de dissolugdo para o acido picolinico em NaCl.
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Figura D.13 — Velocidade de dissolugéo para o &cido picolinico a pH=1,0.
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Figura D.14 — Velocidade de dissolugdo para o acido picolinico a pH=6,8.
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Anexo E

E.1. Graficos correspondentes a determinacdo das Concentracoes
micelares criticas e respectivos valores de condutividades de

cada LI surfactante.

Tabela E.1 — Condutividades obtidas na determinacdo da CMC do LI [CygPir][Ampicilinato].

Concentragdo Condutividade (K)

(mmol/L) (nS/cm)
0 0
0,037 1,03
0,075 2,64
0,115 4,17
0,259 8,22
0,328 9,95
0,385 11,15
0,450 13,02
0,507 14,36
0,585 16,04
0,667 17,52
0,789 20,30
0,916 22,71
1,05 25,08
1,23 28,40
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Figura E.1. - Determinagdo da CMC do LI Ampicilinato de cetilpiridinio ([CsPir][Amp]), em dgua a 25 °C.

Tabela E.2 — Condutividades obtidas na determinacdo da CMC do LI [CygPir][Ibuprofenato].

Concentracao Condutividade

(mmol/L) (K) (uS/cm)
0 0
0,003 0,07
0,008 0,49
0,021 0,98
0,036 1,82
0,043 2,25
0,051 2,57
0,060 3,07
0,079 3,85
0,093 4,14
0,096 4,24
0,100 4,30
0,105 4,50
0,109 4,56
0,114 4,78
0,118 4,78
0,118 4,84
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Figura E.2 — Determinacdo da CMC do LI Ibuprofenato de cetilpiridinio ([CysPir][Ibu]), em &gua a 25 °C.

Tabela E.3 — Condutividades obtidas na determinacdo da CMC do LI [Aliquat][Ibuprofenato].

Concentragdo Condutividade (K)

(mmol/L) (nS/cm)
0 0,00
0,028 1,13
0,054 2,83
0,079 4,31
0,187 10,68
0,249 14,24
0,295 16,55
0,337 18,67
0,389 21,18
0,561 27,90
0,620 30,71
0,789 36,05
0,897 40,32
0,965 43,24
1,046 46,23
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Figura E.3 — Determinagdo da CMC do LI Ibuprofenato de Aliquat ([Aliquat][Ibu]), em &gua a 25 °C.

175



Tabela E.4 — Condutividades obtidas na determinacdo da CMC do LI [Pg614][Ibuprofenato].

Concentracdo Condutividade (K)

(mmol/L) (nS/em)
0 0

0,011 0,20
0,024 1,17
0,051 3,76
0,075 6,34
0,096 8,34
0,129 11,67
0,157 14,85
0,184 17,44
0,205 19,44
0,225 21,49
0,243 23,28
0,266 25,35
0,296 28,32
0,324 30,95
0,351 33,35
0,379 35,84
0,411 38,50
0,458 42,30
0,611 55,41
0,639 57,69
0,671 61,13
0,786 70,53
0,888 78,83
0,972 85,53
1,321 112,33
1,336 113,53
1,365 115,73
1,416 119,43
1,537 128,43
1,623 134,73
1,694 139,73
1,713 141,13
1,765 144,83
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Figura E.4 — Determinagéo da CMC do liquido i6nico Ibuprofenato de fosfénio ([Pse614][IbU]), em dgua a 25

°C.
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Tabela E.5 — Condutividades obtidas na determinacdo da CMC do LI [OHC,MIM][Docusato].

Concentracdo Condutividade (K)

(mmol/L) (nS/em)
0 0
0,012 0,80
0,0576 2,95
0,087 4,54
0,158 8,09
0,214 10,87
0,265 13,46
0,315 16,05
0,376 19,30
0,447 22,74
0,524 26,60
0,569 28,58
0,605 30,10
0,652 32,17
0,684 33,79
0,781 38,25
0,819 40,08
0,869 42,36
0,950 46,18
1,00 48,59
1,144 55,48
2,019 93,20
2,234 103,20
2,529 116,90
2,788 128,60
3,079 140,40
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Figura E.5 — Determinacdo da CMC do liquido i6nico Docusato de 1-hidroxietil-3-metilimidazélio

([OHC,mim][Docusato]), em 4gua a 25 °C.
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