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Resumo

A industria farmacéutica lida diariamente com o dilema da producéo de principios ativos
farmacéuticos que sdo pouco sollveis em agua e consequentemente com uma baixa
biodisponibilidade. Farmacos pouco solUveis em agua vao levar a uma fraca absor¢ao assim
como biodisponibilidade. Por esta razdo tém sido testadas véarias maneiras de aumentar a
solubilidade destes, sendo uma delas o uso de liquidos i6nicos.

Esta Dissertacao teve assim como objetivo principal a sintese de novos liquidos iénicos
como excipientes dos farmacos cetoprofeno e ibuprofeno, de forma a perceber qual podera ser
o melhor co-solvente para atingir a maior solubilidade dos farmacos em agua, tendo também em
conta a sua citotoxicidade.

A partir da colina foram efetuadas mudancas nas suas cadeias, alterando o tamanho da
cadeia alquilica, o numero de grupo 2-hidroxietilo e mudando os seus grupos funcionais,
estudando vérios anides como o bromo, acetil amino4cidos e &cidos carboxilicos, sempre tendo
em conta a toxicidade de forma a ter uma variedade de liquidos iénicos vidveis para a aplicagédo
a que se destinam. Os ensaios foram feitos a uma temperatura de 37°C para simular a
temperatura do corpo humano.

O liquido ionico [(N 1 20H 20H)2Cs] [CH3CO2]2 promoveu o maior aumento da solubilidade dos
farmacos, tendo um ICsp de 138,5 mM e sendo assim um dos liquidos idnicos estudados menos
téxicos. Com este IL a 0,3 mol% o valor de solubilidade aumentou em cerca de 53 e 38 vezes
para o cetoprofeno e ibuprofeno, respetivamente. O liquido iénico [(N 1 20H 201)2C20C2] [CH3CO2]2
a 0,4 mol% promoveu um aumento da solubilidade do cetoprofeno e ibuprofeno em cerca de 50
e 46 vezes, respetivamente. Os liquidos i6nicos que mais promoveram a solubilidade dos
farmacos foram os dicatiénicos, com catides com quatro grupos 2-hidroxietilo, com um linker de

seis carbonos e com acidos carboxilicos como anido.

Palavras-chave: Liquidos iénicos, Cetoprofeno, Ibuprofeno, Solubilidade, Citotoxicidade






Abstract

The pharmaceutical industry deals everyday with the problem of producing pharmaceutical
active ingredients that are poorly soluble in water and consequently have low bioavailability.
Poorly water-soluble drugs will lead to poor absorption as well as bioavailability, including by oral
administration. For this reason, several ways to increase their solubility have been tested, one of
which is the use of ionic liquids.

This Dissertation had has main objective the synthesis of new ionic liquids as excipients of
the drugs ketoprofen and ibuprofen, in order to understand which could be the best co-solvent to
achieve the greatest possible solubility of the drugs in water, also taking into account the
cytotoxicity.

From the choline, changes were made in its chains, changing the size of the alkyl chain, the
number of 2-hydroxyethyl groups and changing its functional groups, studying various anions
such as bromine, acetyl amino acids and carboxylic acids, always taking into account toxicity in
order to have a variety of viable ionic liquids for the intended application. The tests were carried
out at 37°C to simulate the temperature of the human body.

The ionic liquid [(N 1 201 201)2Cs] [CH3CO2]2 promoted the greatest increase in the solubility
of the drugs, having an ICsp of 138,5 mM. With this IL at 0,3 mol% the solubility increased by
about 53 and 38 times for ketoprofen and ibuprofen, respectively. At 0,4 mol%, the ionic liquid
[(N 120H 201) 2C20C>] [CH3CO2]2 promoted an increase in the solubility of ketoprofen and ibuprofen
by around 50 and 46 times, respectively. The ionic liquids that most promoted the solubility of
drugs were dicationic, with cations with four 2-hydroxyethyl groups, with a six-carbon linker and

with carboxylic acids as an anion.

Keywords: lonic liquids, Ketoprofen, Ibuprofen, Solubility, Cytotoxicity

Xl



Xll



indice

e =T L=t 0= ) 0 1SS Vil
RESUIMO ..ottt e e e s ettt e e e s e s et et e e et e st et et e e e s e e e e e s IX
Y S =Tt PO PRPPRR PRSPPI Xl
IUTICE ©.vve ettt ettt ettt ettt et a ettt et sttt et et a e tens Xl
1Yo TToT=Ro [N o [UL= L- XV
INAICE TE TADBIAS .........veveieiieeeeee ettt ettt et ee XXI
Lista de abreviaturas € SIMDOI0OS. ........ccviiiiiiiiee s XXI
O 1 (o [UTo%= Lo R TP OO PP PPPRPPPPPPPTN 1
1.1. [T 10 T 0TS o ] o o 1= SRR 2
1.1.1. L0211 Lo I PP PP RPTPPPRPPPPRRP 2
1.1.2. F Y = Lo T O PP PPPPPOP 3
1.1.3. SNBSS .ttt e et a e sre e nnee s 4
1.2. Coeficiente de particAo (KOW) € 100 P ......eeiiiiiiiieiie e 5
IO T o 14 14 F= ot o ST TP PR PP PP PUPRRPRI 5
1.4. BiodiSponiDIlIAdE. ..........eeiiiiiiie s 6
1.4.1. SOIUDINAAAE ..ot e e 6
1.4.2. Permeabilidade. ... ... 6
1.5, TOXICIHAUE ...cocoiiieieiiieee et et e e e 7
1.6. 1001 =1 1Yo LSO PSP P PP PUPPP P 8
2. MateriaiS € MEBLOUOS ......cueiiiiie ittt ettt sab e st e s bae e abeeennneas 9
2.1. SNBSS et e b e e e e e nnes 9
2.1.1. Coluna de PermMuLa IONICA .......c.vuviiiiee et ee e e e e e e e e s e rrarrereaae e 13
2.1.2. Ressonancia magneétiCa NUCIEAT .............ueviiiiiiiiiiiiiie e e e 18
2.1.3. Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC) .....coccuvvieiiiiiieiiiiiie e 19
2.2. Coeficiente de partiCao € 10g P ......coooiiiiiiiiii e 20
2.3. BiodiSPONIDIlIAAAE. ..........eeiiiie s 21
2.3.1. Retas de calibragcao dos fArMacOoS ..........eeveiiiiiiiiiiiie e 21
2.3.2. Testes de SOIUDIIAE ...........ooiii e 21
2.3.3. Permeabilidade. ....... ..o 21
2.4. Espetroscopia de UV/VISIVEL .......ocuuiiiiiii e 22
2.5. 1641 (o] (0 ) (o1 o F=To [ O T PO TP PP P PP PUPRPP P 24
2.5.1. Sub-cultura de CEIUIAS .........cooviiiiii e 24
2.5.2. CoNtagem de CEIUIAS .......uuvie ittt 25
2.5.3. Ensaio de citotoxicidade em Cultura 2D ..........cccooiiiiieiiiiee e 25
254, Tratamento de A0S .......oocuviiiiiiiiie et 26

3. RESUIAOOS € DISCUSSAO. .. .ccciiutiiieiiitiiee ettt ettt e e e e 27
3.1. Sintese dos [IQUIAOS IONICOS ......ccciiiiiieiiiiie et 27



3.1.1. Caracterizacéo por ressonancia magnética nuclear (RMN) .......cccccceeviiiiiiienneeennn. 27
3.1.2. Caracterizagdo por Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC).........cccccevvvveeen. 29
3.2. Coeficiente de partiCao (I0g P) ...uueeeee oo re e e e e 31
3.3. BiodiSPONiDIlIAdE. ..........eeiiiiee s 31
3.3.1. IS0 ] 0] o] o F= T [ PSP PP 32
3.3.1.1. Efeito do tamanho da cadeia alquilica do Catifo...........ccceiveeiiiiiiiie e 33
3.3.1.2. Efeito do numero de grupos 2-hidroxietilo do Catiio.............ccccvvvveeeeeeriiiciiiieeeeeen, 36
3.3.1.3. Efeito da alteragio d0 @Ni80...........cuviiiiiiiiieiiiiiie it 38
3.3.1.4. Diferencas na solubilidade com a utilizac&o de liquidos i6bnicos mono- e dicatiénicos
40
3.3.1.5. Efeito de diferentes concentragdes de liquido IONICO.........cceeriueiirieeiiieriiiee e 41
3.3.1.6. Efeito da variagdo do tempo de agitacio e temperatura ..........ccccceeeeeeeiiiiiieeeeeeennn. 45
3.3.1.7. Os melhores resultados de solubilidade ............cccoouiiiiiiiiiiein e 48
3.3.2. Permeabilidade......... ..o 51
3.4. (011 (0] (o) d[ox o =T [ PSRRI 52
A, CONCIUSDES. ... .ttt e oo et e et e e e e e s bbb b e et e e e e e e e aabbbe e et e e e e e e aannbbeneeeaeesaanne 57
LT I = 1 T= 1| 1o T U o OO PPRRR 59
T S LY (=] = o] - T PSSR SS 61
AANEXOS ... 65

XV



indice de figuras

1o 18 = T 0 R [ 1 o =V ) SRS 3
1o 10 = T 2 @] 1 - PSPPSR 3
Figura 1.3 - a) Acetato; b) Sulfato; €) FOSTAtO. .........cccuiiiiiiiiiiii e 3
Figura 1.4 - CetOPrOfEN0. .. ..eeiiiiiiiie ittt ettt et e e e st e e e sabe e e e e aabr e e e e aabneeeeanes 5
Figura 1.5 - IDUPFOTENO. ..ottt e et e e et e e e sabb e e e snneeeeaaes 6

Figura 2.1 - Desvios tipicos de ressonancia magnética nuclear para o 'H e 3C em compostos
organicos. (Levitt, M. H. (2013). ) .eiieeiiiiiiiiieeee st ee e e e e st e e e e e s s st e e e e e e s s snnrreeeeeaeeeannnes 19

Figura 2.2 - Curvas tipicas de arrefecimento (1) e aquecimento (2) da Calorimetria Diferencial de

Varrimento dum polimero. (Kalogeras, I. M. (2016).)....ccccieiiiiiiiiiiieee s iiiiiieee e e s e ssriree e e e e e e 19
Figura 2.3 - Caracteristicas da transmisséo da luz de diferentes tipos de materiais de cuvettes.
(UPSLONE, S. L. (2006).) -.eeeeeiuereeteiitteteiittee e sttt ee e sttt ettt e s sttt e e s et e e s e bt e e e eanb et e e e abe e e e enbaeeeennens 23
Figura 2.4 - Esquema de um espetrofotémetro de feixe duplo. (Upstone, S. L. (2006).)........... 24
Figura 2.5 - Esquema de inoculagdo duma placa de 96 POGOS. ........ccueeieiririieiniiieieniiieee e 26
Figura 3.1 - Espetro *H RMN do liquido i6nico [(N 1 20H 201)2Cs] Brz (1) em D20. ......cccceevvuveeee. 27
Figura 3.2 - Espetro 13C RMN do liquido iénico [(N 120H 201)2Cs] Br2 (1) em D20. .........ccueeeneee.. 28

Figura 3.3 - Termograma obtido para o liquido i6nico [(N 120H 20H)2Cs] [CH3CO2]2 (12) e respetivos
(o3 To] [0 1 TP PP OPPPPPPPPPTN 30
Figura 3.4 - Termograma obtido para o liquido i6nico [(N 1 20n 20H)2C10] [CH3CO2]2 (16) e
FESPELIVOS CICIOS. ...eeiiiiiiiiiie ettt e et e e et e e et ne e e e enenas 30
Figura 3.5 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos i6nicos que
melhoraram a solubilidade do CEtOProfENO. ........ocuviiiiii e 32
Figura 3.6 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos i6nicos que
melhoraram a solubilidade do IBUProfeNO. ............uuuiiiiii 33
Figura 3.7 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos idnicos [(N 120H
20H)2C10] [CH3CO2)2 (16) € [(N 120H 20H)2Cs] [CH3CO2)2 (12), [(N 1 20H 20H)2C10] [AcAla]2 (17) e [(N 1
20H 20H)2Cs] [AcAla]2 (6) e [(N 1 20H 20H)2C10] Brz (15) e [(N 1 201 201)2Cé¢] Brz2 (1), todos a 0,2 mol%
[0 L= WO R oT= ) (o] o] (0] =Y o To T PRSP 34
Figura 3.8 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos idnicos [(N 120n
20H)2Cs] [CH3CO2]2 (12), [(N 1 20H 20H)2C10] [CH3COz2]2 (16), [(N 1 20+ 20H)2C4] [CH3CO2]2 (22) e [(N
1 20H 20H)2C20C>] [CH3CO2]2 (21), todos a 0,3 mol% para 0 cetoprofeno.........cocceevceveviieevieeenne 34
Figura 3.9 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos iénicos [(N 120n
20H)2Cs] [CH3CO2]2 (12) € [(N 120H 20H)2C10] [CH3CO2]2 (16), ambos a 0,2 mol% para o ibuprofeno.

Figura 3.10 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos iénicos [(N 1 20n

20H)2C20C2] [CH3CO2]2 (21), [(N 1 20H 20H)2C4] [CH3CO2]2 (22), [(N 1 20H 20H)2Cs] [CH3CO2)2 (12) €
[(N 120H 20H)2C10] [CH3CO2]2 (16), todos a 0,3 mol% para o ibuprofeno. .........cccceeeeeevceerieeennnen. 36

XV


file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592481
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592482
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592483
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592484
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592485
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592486
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592486
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592487
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592487
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592488
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592488
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592489
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592490
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592491
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592492
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592493
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592493
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592494
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592494
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592495
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592495
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592496
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592496
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592497
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592497
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592497
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592497
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592498
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592498
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592498
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592499
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592499
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592499
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592500
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592500
file:///C:/Users/Beatriz%20Silva/Documents/Tese/Solubilidade%20de%20princípios%20ativos%20em%20água%20através%20de%20líquidos%20iónicos%20biocompatíveis.docx%23_Toc58592500

Figura 3.11 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos iénicos [(N 1 20H
20H)2Cs] [AcAla]2 (6), [(N 20n 20H 20H)2Cs] [AcAla]z (13) e [(N 1120n)2Cs] [AcAla]z (10), todos a 0,2
MOI% PAra O CELOPIOTENO. .. .eiiiie ittt e e e e e e 37
Figura 3.12 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos ionicos [(N 1 20H
20H)2Cs] [AcAla]2 (6) e [(N 20H 20+ 20H)2Cs] [AcAla]2 (13), ambos a 0,2 mol% para o ibuprofeno. 37
Figura 3.13 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos iénicos [(N 1 20H
20H)2Cs] [ACGly]2 (9), [(N 120 20H)2Cs] [AcAla]z (6) e [(N 1 20H 20H)2Cs] [CH3CO2]2 (12), 2 0,2 € 0,3
mol% e o liquido iénico [(N 1 20n 20H)2C6] [CH3CH2CH2CO2]2 (14) a 0,2 mol%, todos para o
018 1 (0 (= o SR 38
Figura 3.14 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos i6nicos [N 16 20+
20H] [CH3COz2] (18), [N 16 20H 20H] [AcAla] (8) e [N 16 20 201] Br (2), todos a 0,2 mol% para o
Lo3< (o] o] (0] (=] oo J U T PP PP TP PP PTPPRPON 39
Figura 3.15 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos iénicos [(N 1 20H
20H)2C10] [CH3CO2]2 (16), [(N 1 20H 20H)2C10] [AcAla]z2 (17) e [(N 1 20+ 20H)2C10] Br2 (15), todos a 0,2
MOI% para 0 CELOPIOTENO. ....uuuiiiiiiiiiiiiiii s 39
Figura 3.16 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos iénicos [(N 1 20H
20H)2Cs] Brz (1), [(N 1 20H 20H)2Cs] [AcPhe]2 (7) e [(N 1 20H 20H)2Ce] [CH3CH2CH2CO2]2 (14) a 0,2
mol% e [(N 120H 20H)2Cs] [ACGly]z (9), [(N 1 201 201)2Cs] [ACAla]z2 (6) € [(N 1 20H 20H)2Ce] [CH3CO2]2
(12) 2 0,2 € 0,3 MO0l%, para 0 CELOPIOTENO. ......ciiiiiiiiiiiiiii et 40
Figura 3.17 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos i6nicos [(N 1 20H
20H)2Cs] Brz2 (1) e [N 16 201 20H] Br (2), [(N 1201 201)2Cs] [ACAla]2 (6) e [N 16 201 20H] [AcAla] (8) e [(N
120H 20H)2Cs] [CH3CO2]2 (12) e [N 16 20H 20H] [CH3CO2] (18), todos a 0,2 mol% para o cetoprofeno.

Figura 3.18 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos iénicos [(N 1 20H
201)2Cs] [AcAla]z (6) a 0,1, 0,2 e 0,3 mol%, [(N 120w 201)2Cs] [ACGly]z (9) a 0,2 e 0,3 mol%, [(N 1
20H 20H)2Cs] [CH3CO2)2 (12) a 0,1, 0,2 e 0,3 mol% e [(N 1 20H 20H)2Cs] [CH3CH2CH2CO2]2 (14) a
0,05, 0,1 e 0,2 mol%, todos para o cetoprofeno. As diferencas estatisticas encontram-se
representadas pelos simbolos **, *** e **** que correspondem a p = 0,0029, p = 0,0006 e p <
0,000, reSPEIIVAMENTE. ... 42
Figura 3.19 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos iénicos [(N 1 20H
20H)2C10] [CH3CO2]2 (16) a 0,2 € 0,3 Mol% € [(N 120+ 20H)2C20C2] [CH3CO2]2 (21) € [(N 120H 20H)2C4]
[CH3CO:)2 (22) a 0,3 e 0,4 mol% todos para o cetoprofeno. As diferencas estatisticas encontram-
se representadas pelos simbolos ** e **** que correspondem a p = 0,0045 e p < 0,0001,
(21 0T} 10 01T (= PP 43
Figura 3.20 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos i6nicos [(N 1 20n
201)2Cs] [AcGly]2 (9) a 0,2 e 0,3 mol%, [(N 1 20H 201)2Cs] [AcAla)z2 (6) a 0,2 € 0,3 mol% e [(N 120n
201)2Cs] [CH3CO2]2 (12), todos para o ibuprofeno. As diferengas estatisticas encontram-se
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Figura 3.21 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos iénicos [(N 1 20n
20H)2C10] [CH3CO2)2 (16) a 0,2 € 0,3 mol% e [(N 1201 20H)2C20C2] [CH3CO2]2 (21) € [(N 120H20H)2C4]
[CH3CO2])2 (22) a 0,3 e 0,4 mol%, todos para o ibuprofeno. As diferencgas estatisticas encontram-
se representadas pelo simbolo **** que corresponde a p < 0,0001. ......c...coocvveeeiciieeeeriiee e, 45
Figura 3.22 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L ap6s 5 minutos e 24 horas
do liquido i6nico [(N 120H 20H)2Cs] [CH3CO2]2 (12) a 0,1 mol% para o cetoprofeno. ................... 46
Figura 3.23 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L apds 30 minutos e 24 horas
dos liquidos i6nicos [(N 1 20H 20H)2Cs] [CH3CO2]2 (12) e [(N 1 20+ 201)2C10] [CH3CO2]2 (16), ambos
a 0,3 mol% para o cetoprofeno. As diferencas estatisticas encontram-se representadas pelos
simbolos ** e *** que correspondem a p = 0,0038 e p = 0,0006, respetivamente..................... 46
Figura 3.24 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L apés 5 minutos, 30 minutos
e 24 horas do liquido iénico [(N 1 20+ 201)2C10] [CH3CO2]2 (16) a 0,3 mol% para o ibuprofeno... 47
Figura 3.25 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L apds 5 minutos e 24 horas
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Figura 3.28 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos i6nicos [(N 1 20H
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[CH3CO2]2) @ 0,3 MOI% €M DMSO-U6. .veveiurieiiieiiieeciieeeiee et e et e saeese e st e e sbeeeseeesnaeesraeesnees 50
Figura 3.30 - Espetro 2D H-'H NOESY do ibuprofeno com o liquido iénico 12 ([(N 1 20H 20H)2Cs]
[CH3CO2]2) @ 0,3 MOI% €M DMSO-U6. .vereiurieiiiieiiiie e eiee ettt e sae e siae e st e e snbeeesaeesnaeesraeesnees 51
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Figura A.23 - Reta de calibracao do cetoprofeno para os ensaios do coeficiente de particéo e log
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1. Introducéao

A industria farmacéutica lida diariamente com o dilema da producdo de principios ativos
farmacéuticos que sado pouco sollveis em agua e consequentemente com uma baixa
biodisponibilidade. Durante a dltima década, os maiores desafios para a industria farmacéutica
foram a baixa producdo e aumento dos custos da pesquisa e de desenvolvimento de farmacos
gue consequentemente levaram a expiracao dos prazos de validade dos reagentes para a sua
sintese. Estes problemas, acrescidos ao facto das empresas terem de competir com outras que
vendem os farmacos a precos consideravelmente inferiores, levou a que estas desenvolvessem
novas técnicas para aumentar a eficiéncia da sintese dos farmacos. Infelizmente, muitos dos
novos farmacos promissores sao pouco sollveis em agua ou em solventes organicos aceites a
nivel farmacéutico, o que leva a que estes ndo entrem sequer no estagio de formulagéo.
Farmacos pouco solliveis em agua vdo levar a uma fraca absorcdo assim como
biodisponibilidade, incluindo por administragdo oral. ™ A maioria dos farmacos vendidos no
mercado sdo de administracéo oral pois se o farmaco for bem absorvido este torna-se um método
efetivo, conveniente, econémico e seguro. No entanto existem desvantagens com este tipo de
administragcdo devido as suas propriedades, como a solubilidade em 4gua ou pKa, que podem
causar uma absorcao limitada ou errada levando a ineficacia. 2

A solubilidade € um parametro importante para perceber qual a concentragdo de farmaco
que é necessaria entrar no sistema da pessoa de modo a que haja a resposta farmacoldgica
requerida. Esta é definida em termos quantitativos como a concentragdo de um soluto numa
solucado saturada a uma certa temperatura e em termos qualitativos como a interacao espontanea
entre duas ou mais substancias para formar uma dispersao molecular homogénea. Uma solugéo
saturada é aquela em que o soluto esta em equilibrio com o solvente. A solubilidade de um
farmaco € a concentracdo maxima a que um farmaco se dissolve num solvente a condigbes
especificas de temperatura, pH e pressao e a solubilidade do farmaco numa solugéo saturada €
uma propriedade estatica em que a taxa de dissolugao do farmaco é uma propriedade dindmica
que se relaciona com a taxa de biodisponibilidade. [

A baixa solubilidade dos principios ativos leva a uma fraca absor¢cdo, assim como
biodisponibilidade. Bl Por esta razdo tém sido testadas varias maneiras de aumentar a
solubilidade destes, sendo uma delas o uso de liquidos i6nicos. Os liquidos i6nicos tém sido
muito estudados nos uUltimos anos como solventes “verdes”. Os liquidos idnicos que sao liquidos
a temperatura ambiente (RTILs, Room Temperature lonic Liquids) tém sido utilizados para varias
aplicacbes e a sua producgdo prossegue devido as suas propriedades peculiares como baixa
inflamabilidade e volatilidade, alta estabilidade térmica e quimica e solubilidade compativel com
varios compostos organicos. “

A solubilidade dos liquidos i6nicos em agua depende muito do catido e aniao presentes e,
de um modo geral, diminui com 0 aumento do carater organico (comprimento da cadeia alquilica)

do catido e diminui com o carater fluorado do anido. B!



1.1. Liquidos ionicos

Os liguidos ionicos sao sais constituidos por uma parte catidnica organica e uma parte
aniénica organica ou inorganica, [l que a temperatura ambiente podem ser sélidos ou liquidos.
S&o ndo volateis, termicamente estaveis e tém temperaturas de fusdo inferiores a 100°C. 51 Tém
como desvantagens o custo, a baixa biodegradabilidade e sustentabilidade. [T Recentemente, os
liquidos i6nicos que séo liquidos a temperatura ambiente tém sido muito estudados devido a sua
temperatura de fuséo inferior a 30°C. Bl Ao variar os seus pares de ides é possivel mudar as
suas propriedades tais como viscosidade, densidade, biodegradabilidade, toxicidade e
solubilidade.

Os liquidos i6nicos sdo considerados potenciais solventes para reduzir o problema da baixa
solubilidade, aumentando a solubilidade dos principios ativos na agua, isto devido a sua baixa
volatilidade e baixa inflamabilidade. ! No entanto, deve ter-se em conta a toxicidade destes.
Alguns estudos demonstram que podem ser produzidos liquidos i6nicos ndo toxicos
selecionando catifes organicos e anides inorganicos biocompativeis. [

Os liquidos iénicos variam também na sua higroscopicidade, ou seja, a capacidade destes
absorverem dgua da atmosfera. O que acontece € que esta exposi¢ao ao ar pode alterar as suas
propriedades fisico-quimicas, podendo ou ndo ser um problema em algumas aplicacdes dos
liquidos i6nicos. 8

A possibilidade de alteracdo do catido e anido do liquido id6nico leva a que haja um vasto
numero de combinagdes, podendo assim ser adaptadas caracteristicas como viscosidade, ponto
de fusao, hidrofilicidade/hidrofobicidade e carater &cido/basico. Na generalidade, os liquidos
idnicos tém um grande poder de solvatacé@o tanto para compostos organicos como inorganicos
e polimeros naturais, 0 que promove o seu uso em formulagdes de principios ativos. [

A pesquisa e estudo dos liquidos i6nicos comecou inicialmente por ser muito focada em
catides baseados no imidazol e nos anides tetrafluoroborato ([BF4]) e hexafluorofosfato ([PFe]),
devido a facilidade da sua sintese e purificagdo. No entanto, foi descoberto que estes liquidos
i6nicos tém uma estabilidade térmica baixa e sofrem reac¢des de hidrélise resultando na producéo
dos compostos toxicos HF e BFs. Posteriormente, estudaram-se o0s anifes
bis(trifluorometilsulfonil)amida ([NTfz]) e tris(perfluoroalquil)trifluorofosfato ([FAP]) pois tém uma
boa estabilidade e muitas aplicagdes em varios campos da catélise. [

Nas Ultimas décadas a colina tem sido utilizada em varios estudos como catido de maneira
a produzir liquidos iénicos biocompativeis, ou seja, biodegradaveis e com baixa toxicidade.

Esta faz parte do complexo B de vitaminas e pode ser obtida a partir de recursos naturais.

1.1.1. Catiao

O imidazol (Figura 1.1) foi reportado em varios estudos como um catido utilizado em liquidos
idnicos juntamente com variados anides, formando um co-solvente “verde” dada a sua baixa
volatilidade. Ganhou uma especial atencao devido a sua estabilidade térmica, estrutura ajustavel,

comportamento anfotérico em solugéo, entre outros. 0]
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Figura 1.1 - Imidazol.

No entanto, a colina (Figura 1.2) tem sido estudada nos uUltimos anos e demonstra melhores
resultados na solubilidade e citotoxicidade que o imidazol. 13 A colina é um catido benéfico
devido a sua baixa toxicidade e a sua biodegradabilidade, emergindo assim como uma aposta
eficaz na produgéo de compostos “verdes”. [ 12 E um nutriente essencial aos seres humanos
1131 assim como para o normal funcionamento de todas as células e para a sua biossintese e
hidrélise através do controlo destas por mecanismos de regulacdo elaborados, envolvida

também em fungbes como a memdria e o controlo muscular. (€1114]
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Figura 1.2 - Colina.

De acordo com Adawiyah, N., et al. a colina € o catifio menos téxico dos estudados no artigo
deste e é por isso muito usada. Pode-se, alternando as suas cadeias, estudar qual podera ser o
melhor catido para obter a mais alta solubilidade do principio ativo em agua. O cloreto de colina
é um liquido i6énico comercial bastante estudado, sendo muito usado na sintese de liquidos
i6bnicos baseados no catido colina. [ FI115]

Desde o inicio dos anos 2000 tém sido reportadas varias publica¢gdes usando a colina como
catidio e outros compostos onde se incluem aminoacidos, adocantes artificiais e &cidos
carboxilicos como anibes, devido a sua baixa toxicidade.

1.1.2. Anido

Assim como o catido, o anido desempenha um papel importante na biodegradabilidade dos
liquidos iénicos. Segundo Adawiyah, N., et al. anides com cadeias lineares longas sédo totalmente
biodegradaveis ao contrario dos com cadeias curtas. [ Além disso, anides organicos com grupos

acetato, sulfato e fosfato (Figura 1.3) séo considerados facilmente biodegradaveis. [
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Figura 1.3 - a) Acetato; b) Sulfato; c) Fosfato.



Assim como a estrutura do catido, onde se inclui o comprimento e simetria dos grupos
substituintes, também a estrutura e a deslocalizacdo da carga do anido sdo cruciais para
determinar as suas propriedades e caracteristicas e consequentemente a sua toxicidade. [
Para além destes, os aminoacidos como anido tém sido estudados devido ao seu baixo custo

em grandes quantidades, disponibilidade, biodegradabilidade e atividade biolégica. €]

1.1.3. Sintese

O primeiro liquido iénico foi sintetizado em 1914 por Paul Walden ao descobrir que o
[EtNH3][NOs3] tinha um ponto de fusdo de 12°C. 171 Algumas décadas depois (anos 80) e ja
conhecidos varios liquidos i6nicos, estes ndo tinham muitas aplicagdes devido a sua baixa
estabilidade quimica na 4gua e ar. Para além disto, a sua sintese, que consistia num mecanismo
de quaternizagdo do heterodtomo dum composto heterociclico como o imidazol, consumia
bastante tempo, o0 que levou a que fossem criados os “liquidos i6nicos de segunda geragao”.
Estes, para além de terem propriedades fisicas e quimicas mais interessantes que os anteriores,
foram otimizados em termos de sintese. Uma das mais importantes mudancgas foi a troca de
anides sensiveis a agua e ar por halogéneos (CI-, Br, I) ou aniées como o, NTf2, PFe € BFa4.
Apés esta permuta, o composto é purificado com grandes quantidades de solvente que é depois
seco por vérias horas. Isto faz com que a sintese seja mais econdmica do que adquirir liquidos
ibnicos comerciais. Mais recentemente foi criada a “terceira geragao de liquidos idénicos” que sao
baseados em anifes mais estaveis e mais hidrofébicos como acgucares, aminoacidos, acidos
organicos, alquilsulfatos ou alquilfosfatos e catibes como a colina. Estes apresentam
propriedades como a biodegradabilidade, baixa toxicidade e ndo inflamabilidade tornando-os
assim vantajosos em relagdo as geragdes anteriores. [181[19]

A sintese dos liquidos iénicos desta dissertagdo baseou-se numa reacao de N-alquilacédo de
uma amina terciaria com um halogeneto de alquilo, seguida de uma neutralizacdo/permuta i6nica
de forma a obter o anido pretendido (coluna de permuta idnica). Os reagentes séo adicionados
a um tubo de pressdo e deixados durante varias horas, por vezes dias, em agitacdo e a
temperatura necessaria para haver a separa¢gdo do composto do solvente.

Para muitos liquidos i6nicos a sua preparacdo estd fortemente associada a pureza
necessaria apoés a sintese, determinada por ressonancia magnética nuclear (1.1.4.). B

Os liquidos i6nicos dicatiénicos tém sido reportados como vantajosos em relacdo aos
monocatiénicos enquanto mantém o poder de solvatacdo que € fundamental. Estabilidade
térmica e quimica alta, estrutura ajustavel e capacidade térmica superior bem como maior ponto
de fuséo, viscosidade e tensao superficial sdo algumas das vantagens reportadas. A insercéo de
um “novo catido” nos liquidos idnicos dicationicos faz aumentar a biocompatibilidade e estes séo

por isso um dos objetos de estudo desta dissertagao. 20



1.2. Coeficiente de particdo (Kow) e log P

O coeficiente de particdo (Kow ou P) é definido como o réacio entre a concentragdo duma
molécula neutra num sistema de dois solventes imisciveis, uma fase organica (sistema lipidico

como gorduras, 6leos, solventes organicos) e a agua, a fase aquosa (Equacéo 1.1). [24

P = Isotutolorg Equacéo 1.1

[soluto]aq

Ou seja, 0 Kow mede quanto um soluto se dissolve na fase aquosa em comparagéo a quanto
se dissolve na fase orgénica. Solutos que se dissolvem predominantemente na fase aquosa séo
considerados hidrofilicos e solutos que se dissolvem predominantemente na fase organica séo
considerados hidrofobicos. Esta medida é importante para prever como 0s compostos se vao
comportar em certos ambientes. [21122]

Como os liquidos i6nicos ndo sdo volateis ndo contribuem para a poluicdo atmosférica. No
entanto, estes sdo sollveis em agua e por isso o0 seu efeito em organismos aquaticos deve ser
investigado. O coeficiente de particio € comumente usado para fazer este estudo,
nomeadamente na farmacologia onde é feito o estudo da particdo do farmaco entre o octanol e

a agua (Kow) para descrever a sua hidrofobicidade e hidrofilicidade. 231124

1.3. Farmacos

Em farmécia, os farmacos classificam-se pelo Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica
(BCS). O ideal é que estes sejam altamente permeaveis e sollveis, inserindo-se na classe |.
Nesta dissertacé@o os dois farmacos alvo séo o cetoprofeno e o ibuprofeno, ambos de classe |I,
alta permeabilidade e baixa solubilidade. 123

O cetoprofeno (Figura 1.4), acido (RS)-2-(3-benzoil-fenil)propandico, de formula quimica
C16H1403, derivado do &cido propidnico é um farmaco ndo esterdide com efeitos anti-
inflamatorios, analgésicos, anti-piréticos e anti-reumaticos. E um farmaco comumente usado
para tratar a artrite reumatoéide aguda e crénica, osteoartrite e varios tipos de dores, incluindo no
pés-parto. 261271 Tem uma solubilidade em agua de 51 mg/L (a 22°C) [26], um peso molecular de

254,29 g/mol e apresenta uma banda de absorgdo a 260 nm. [271[28]
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Figura 1.4 - Cetoprofeno.
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O ibuprofeno (Figura 1.5), &cido 4-isobutil-a-metilfenilacético, de formula quimica C13H1sO2

é um derivado do &cido propiénico com efeitos anti-inflamatérios, analgésicos e anti-piréticos. E



um farmaco comumente usado para tratar a febre, inchaco, dor e vermelhiddo. 2989 Tem uma
solubilidade em agua de 21 mg/L (a 25°C) %, um peso molecular de 206,29 g/mol e apresenta

uma banda de absorgéo a 222 nm. 31

OH

Figura 1.5 - Ibuprofeno.

Ha relativamente pouco tempo foi estudada a solubilidade deste principio ativo com liquidos
i6nicos. Foram utilizados vérios liquidos i6nicos a véarias concentracfes e a temperatura de 30°C.
Os resultados apontam para um maior aumento da solubilidade do ibuprofeno com o [N4,4,4,4]Cl
€ 0 [P4444]Cl. Usando a familia 1-butil-3-metilimidazol, os anies que obtiveram melhores

resultados foram as dicianamidas e os tiocianatos. [311132]

1.4. Biodisponibilidade
1.4.1. Solubilidade

Como referido anteriormente, a solubilidade é definida em termos quantitativos como a
concentracdo de um soluto numa solugdo saturada a uma certa temperatura. Esta é estudada
alterando o grupo catiénico e anionico do liquido idnico, nomeadamente a utilizacédo de liquidos
iGnicos mono e dicatiénicos, a variagdo do tamanho da cadeia alquilica, o nimero de grupos
hidroxietilo e o anido usado. [33 Este estudo é feito com recurso a um espetrofotometro de
UV/Visivel.

1.4.2. Permeabilidade

A definicdo de permeabilidade esta diretamente relacionada com a absorcao intestinal do
farmaco nos humanos ou indiretamente como a medida de transferéncia de massa deste através
da membrana intestinal da pessoa. Um farmaco é considerado altamente permeavel (como
referido anteriormente para ambos os farmacos utilizados: cetoprofeno e ibuprofeno) quando a
sua absorcdo pela membrana é igual ou superior a 90%. [331 Experiéncias in vitro sdo bastante
vantajosas para avaliar a permeabilidade dos farmacos, sendo que a utilizacdo de métodos de
difusdo passiva tém sido desenvolvidos para o uso com variadas membranas. Um dos métodos
mais empregues baseia-se na utilizacdo de células de Franz. Estas tém dois compartimentos,
um contém a solugdo dadora e outro a recetora, separados por uma membrana. O ensaio € feito
num banho de maneira a que o compartimento dador esteja a temperatura pretendida para o

estudo e sob agitagdo. O tempo do ensaio é escolhido de maneira a que haja a passagem do



farmaco do compartimento dador para o recetor pela membrana e para posteriormente ser

determinada a permeabilidade do farmaco. 34

1.5. Toxicidade

Em estudos mais recentes, os liquidos i6bnicos mais comumente usados, nomeadamente os
baseados nos catides imidazol e piridinio, mostraram nao ser tao favoraveis biologicamente nem
ambientalmente, maioritariamente devido a ndo serem biodegradaveis e serem toxicos. 2% Isto
resultou no estudo mais intensivo de liquidos idnicos biocompativeis e com uma menor
toxicidade, tais como os baseados no cloreto de colina. [

Varios estudos foram publicados de maneira a entender melhor a biodegradabilidade,
ecotoxicidade e citotoxicidade dos liquidos idnicos e a perceber a interacdo destes nas suas
vérias aplicacbes. Estes estudos foram realizados em linhas celulares, bactérias, fungos,
crustaceos, algas, plantas e animais. [°1135]

Como ja referido anteriormente, de maneira a produzir liquidos i6nicos biocompativeis, a
sintese destes com a utilizacdo de aminodcidos, adogantes artificiais e &cidos carboxilicos
aumentou, assim como o uso da colina por ser biodegradavel, pouco dispendiosa e sollvel em
agua. 1 Ainda em relacéo a biodegradabilidade destes, parametros como a estrutura e natureza
do catido e anido desempenham um papel importante. De acordo com estudos publicados cerca
de 50% dos liquidos iénicos biodegradaveis sintetizados, tém a colina como catido e um &cido
organico como anido. Foi também verificado que a biodegradabilidade do liquido aumenta com
a cadeia alquilica do anido. [°1138]

Foi também provado que a toxicidade nos humanos diminui com a utilizacao de amino&cidos
em comparac&do com o ido bromo. [3°]

Liquidos i6nicos muito hidrofobicos, por exemplo os que possuem longas cadeias
hidrocarbonadas ou um grupo ou anido altamente hidrofébico, apresentam normalmente niveis
mais altos de toxicidade. Isto pode dever-se a interacdo entre os liquidos iénicos e fragmentos
de proteinas ou membranas celulares que facilitam a entrada dos liquidos iénicos nos
organismos. 371138l

Para estudar o possivel efeito citotoxico dos liquidos iénicos no corpo humano é possivel
fazer estudos de citotoxicidade em linhas celulares que se assemelhem ao maximo as células
de humanos. A linha celular L929 (fibroblastos de rato) € muito utilizada por esta mesma razao,
estando descrita na norma ISO 10993-5 como um dos primeiros ensaios de citotoxicidade. Com
a utilizacdo destas células sdo feitos ensaios de viabilidade com recurso ao reagente
colorimétrico MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetraz6lio) de maneira a determinar-se o valor de ICso, correspondente a concentragdo de

composto necessaria para inibir 50% de uma fungéo bioldgica especifica. [391140]



1.6. Objetivos

Esta dissertacao tem como objetivo a sintese de novos liquidos i6bnicos como solventes dos
farmacos cetoprofeno e ibuprofeno, de forma a perceber qual podera ser o melhor co-solvente
para atingir a maior solubilidade possivel dos principios ativos em agua sem que a toxicidade
destes seja um entrave. Dado que se tratam de dois farmacos de classe Il (baixa solubilidade e
alta permeabilidade) segundo o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica [23], a meta é desloca-
los para a classe |, alta solubilidade e alta permeabilidade.

Deste modo, a dissertacdo dividiu-se nos seguintes pontos:

e Sintese de novos liquidos iénicos
e Avaliacdo da solubilidade dos farmacos na presenca dos liquidos iénicos
¢ Avaliacdo da citotoxicidade dos liquidos idnicos

e Avaliacdo da permeabilidade e coeficiente de particdo dos melhores liquidos iénicos



2. Materiais e Métodos

2.1. Sintese

Os liquidos i6nicos 1, 2, 3, 4, 5, 15, 19 e 20 (Tabela 2.1) foram sintetizados, através duma
reacado de alquilagdo de uma amina terciaria com um halogeneto de alquilo. A sintese é feita num
tubo de pressao que é colocado num banho de 6leo de silicone a temperatura pretendida para a
reacdo (descritas abaixo na sintese de cada IL), durante o tempo necessério até esta ser
completa. No fim, o solvente é decantado e a solucdo é evaporada no rotavapor (Biichi R-300).
O liquido i6nico é seco numa linha de vacuo a 50°C e a sua pureza é confirmada por ressonancia

magnética nuclear.

Tabela 2.1 - Liquidos idnicos sintetizados e respetiva estrutura e massa molar.

T Massa molar
Liquido idnico Estrutura
(g/mol)
® |/\/OH
MO ponkioscrmoml
1 2 8 482,30
OH
B OH B
/\/\/5;\!|/\/OH
2 8 284,24
B2 OH
l®
N=—
_911/\/\/\/
3 2 2 422,25
OH
B OH B
| N
_N/\./\/ ~
4 2 Z & 394,19
2]
OH Br
B OH
OH SOH
HO g N~
5 NN SNE 542,35
Br@ 2 2 Bre
H OH
| 0
“0\/\&/\/\/\/\/\?”/\/ i
15 ® 8 2 538,41
OH
Br@ OH Bre




HO | (0]
\/BN/\/ \/\@,\5 ~_OH
19 5 0 % 470,24
B 94 OH
' Br<E>
HO l ®h|4/\/0”
NN
20 2 2 454,24
S
Bre OH O Br

2.1.1. Sintese de dibrometodeN,N — dimetil — N, N, N’, N’ — tetra(2 — hidroxietil) —
1,6 — hexanodiaménio (1)

Foi adicionado acetonitrilo (Carlo Erba) como solvente a 2eq de N-metildietanolamina (Alfa
Aesar, 98+%, MM=119,17 g/mol; p=1,040 g/cm3) e leq de 1,6-dibromohexano (Alfa Aesar,
97+%, MM=243,97 g/mol; p=1,586 g/cm?3). A mistura reacional esteve a agitar 1 dia a 90°C. Apos
este tempo, foi feita a lavagem do liquido i6nico com acetato de etilo (Carlo Erba). O solvente foi

decantado e evaporado no rotavapor e o liquido iénico seco na linha de vacuo a 50°C.

Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear:

Sélido branco, *H RMN (D20, 400 MHz): 6 1.45 (s, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N); 1.83 (s, 4H,
NCH2CHCH2CH2CH2CH2N); 3.19 (s, 6H, CHsN); 3.47 (t, 4H, J = 8.0 Hz,
NCH2CH2CH>CH2CH2CH:N); 3.55-3.64 (m, 8H, NCH2CH20OH); 4.03-4.10 (m, 8H, NCH2CH2OH);
13C RMN (D20, 100 MHz): 5 21.63, 25.06, 49.43, 55.16, 63.27, 63.43.

2.1.2. Sintese de brometo de N, N — di(2 — hidroxietil) — N — metil — 1 —
hexanoamoénio (2)

Foi adicionado hexano (LaborSpirit) como solvente a 1eq de N-metildietanolamina e 2eq de
1-bromohexano (Alfa Aesar, 99%, MM=165,08 g/mol; p=1,176 g/cm3). A mistura reacional esteve
a agitar 1 dia a 90°C. Ap0és este tempo, foi feita a lavagem do liquido i6nico com acetato de etilo.
O solvente foi decantado e evaporado no rotavapor e o liquido iénico seco na linha de vacuo a
50°C.

Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear:

Liquido viscoso amarelado, 'H RMN (D20, 400 MHz): & 0.89 (t, 3H, J = 6.0 Hz,
CHsCH2CH2CH2CH2CH2N); 1.31-1.40 (m, 6H, CH3CH2CH2CH2CH2CH2N); 1.75-1.81 (m, 2H,
CH3CH2CH2CH2CH2CH2N); 3.18 (s, 3H, CHsN); 3.43-3.47 (m, 2H, CH3CH2CH2CH2CH2CH2N);
3.55-3.63 (m, 4H, NCH2CH20H); 4.03-4.09 (m, 4H, NCH2CH20H); 3C RMN (D20, 100 MHz): &
13.16, 21.58, 21.67, 25.10, 30.37, 49.41, 55.15, 63.35, 63.58.
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2.1.3. Sintese de dibrometo de N,N’ — di(2 — hidroxietil) — N,N,N’, N’ — tetrametil —
1,6 — hexanodiaménio (3)

Foi adicionado acetonitrilo como solvente a 2eq de 2-dimetilaminoetanol (Sigma-Aldrich,
>99,5%, MM=89,14 g/mol; p=0,886 g/cm?) e leq de 1,6-dibromohexano. A mistura reacional
esteve a agitar 1 dia a 90°C. Apés este tempo, foi feita a lavagem do liquido i6bnico com acetato
de etilo. O solvente foi decantado e evaporado no rotavapor e o liquido iénico seco na linha de

vacuo a 50°C.

Analise por Ressonancia Magnética Nuclear:

Solido branco, *H RMN (D20, 400 MHz): & 1.45 (s, 4H, NCH2CH2CH>CH>CH2>CH2N); 1.83 (s, 4H,
NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N); 3.15 (s, 12H, CHsN); 3.38-3.41 (m, 4H,
NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N); 3.48-3.54 (m, 4H, NCH2CH20H); 4.02-4.09 (m, 4H, NCH2CH20H);
13C RMN (D20, 100 MHz): 6 21.85, 25.06, 51.35, 55.35, 64.88, 65,14.

2.1.4. Sintese de dibrometode N,N’ —di(2 — hidroxietil) — N, N, N’, N’ — tetrametil —
1,4 — butanodiaménio (4)

Foi adicionado acetonitrilo como solvente a 2eq de 2-dimetilaminoetanol e leq de 1,4-
dibromobutano (Alfa Aesar, 99%, MM=215,93 g/mol; p=1,820 g/cm?). A mistura reacional esteve
a agitar 1 dia a 80°C. Apds este tempo, foi feita a lavagem do liquido i6nico com acetato de etilo.
O solvente foi decantado e evaporado no rotavapor e o liquido ibénico seco na linha de vacuo a
50°C.

Analise por Ressonéncia Magnética Nuclear:

Soélido branco, *H RMN (D20, 400 MHz): & 1.89 (s, 4H, NCH2CH>CH>CH2N); 3.17 (s, 12H, CHsN);
3.46-3.55 (m, 8H, NCH2CH2CH2CH2N, NCH>CH20OH); 4.04-4.08 (m, 4H, NCH2CH20H); 13C RMN
(D20, 100 MHz): 6 19.24, 51.44, 55.34, 64.14, 65.09.

2.1.5. Sintese de dibrometo de N, N, N, N’, N’, N’ — hexa(2 — hidroxietil) — 1,6 —
hexanodiaminénio (5)

Foi adicionado acetonitrilo como solvente a 2eq de trietanolamina (Carlo Erba, MM=149,188

g/mol; p=1,13 g/cm?3) e 1eq de 1,6-dibromohexano. A mistura reacional esteve a agitar 3 dias a

90°C. Apos este tempo, foi feita a lavagem do liquido i6nico com acetato de etilo. O solvente foi

decantado e evaporado no rotavapor e o liquido iénico seco na linha de vacuo a 50°C.

2.1.6. Sintese de dibrometode N,N’ — dimetil — N, N, N’,N’ — tetra(2 — hidroxietil) —
1,10 — decanodiamdnio (15)
Foi adicionado acetonitrilo como solvente a 2eq de N-metildietanolamina e leq de 1,10-

dibromodecano (Alfa Aesar, 97%, MM=300,08 g/mol; p=1,340 g/cm?3). A mistura reacional esteve
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a agitar 1 dia a 90°C. ApOs este tempo, foi feita a lavagem do liquido i6nico com acetato de etilo.
O solvente foi decantado e evaporado no rotavapor e o liquido iénico seco na linha de vacuo a
50°C.

Analise por Ressonancia Magnética Nuclear:

Liquido viscoso amarelado, 'H RMN (D20, 400 MHz): & 1.30-1.44 (m, 12H,
NCH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2N); 1.80 (s, 4H,
NCH2CH>CH>CH>CH>CH2CH>CH2CH>CH2N); 3.19 (s, 6H, CHsN); 3.46 (t, 4H, J = 8.0 Hz,
NCH2CH2CH>CH>CH2CH2CH>CH2CH2CH2N); 3.59 (s, 8H, NCH:CH:OH); 4.06 (s, 8H,
NCH2CH20H) 3C RMN (D20, 100 MHz): 5 21.66, 25.43, 28.06, 28.25, 49.46, 55.18, 63.38, 63.58.

2.1.7. Sintese de dibrometode N,N’ — dimetil — N, N, N’, N’ — tetra(2 — hidroxietil) —
dietiletéramonio (19)

Foi adicionado acetonitrilo como solvente a 2eq de N-metildietanolamina e 1eq de bis(2-
bromoetil)éter (TCI, >98%, MM=231,92 g/mol; p=1,860 g/cm3). A mistura reacional esteve a
agitar 1 dia a 90°C. Apo6s este tempo, foi feita a lavagem do liquido iénico com acetato de etilo.
O solvente foi decantado e evaporado no rotavapor e o liquido idénico seco na linha de vacuo a
50°C.

Andlise por Ressonéncia Magnética Nuclear:

Sélido branco, 'H RMN (D20, 400 MHz): & 3.25 (s, 6H, CHsN); 3.67 (t, 8H, J = 6.0 Hz,
NCH:CH:0H); 3.81 (t, 4H, J = 8.0 Hz, NCH2CH20CH2CH:N); 3.97-4.03 (m, 4H,
NCH2CH20CH2CH2N); 4.03-4.10 (m, 8H, NCH2CH>OH); 3C RMN (D20, 100 MHz): & 50.02,
55.19, 62.85, 64.33, 64.42.

2.1.8. Sintese de dibrometode N,N’ — dimetil — N, N, N’,N’ — tetra(2 — hidroxietil) —

1,4 — butanodiaménio (20)
Foi adicionado acetonitrilo como solvente a 2eq de N-metildietanolamina e leq de 1,4-
dibromobutano. A mistura reacional esteve a agitar 1 dia a 90°C. Apos este tempo, foi feita a
lavagem do liguido i6nico com acetato de etilo. O solvente foi decantado e evaporado no

rotavapor e o liquido ionico seco na linha de vacuo a 50°C.

Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear:

Solido branco, *H RMN (D20, 400 MHz): & 1.85 (s, 4H, NCH2CH2CH2CH2N); 3.16 (s, 6H, CHsN);
3.51 (s, 4H, NCH2CH2CH2CH:N); 3.55-3.60 (m, 8H, NCH.CH.OH); 3.99-4.06 (m, 8H,
NCH2CH>0OH); 13C RMN (D20, 100 MHz): & 19.04, 49.41, 55.13, 62.31, 63.60.
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2.1.1. Coluna de permuta idnica

Os liquidos i6nicos 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 21 e 22 (Tabela 2.2) foram
sintetizados a partir dos seus percursores através de uma resina de permuta aniénica (Amberlite
IRN-78, ion exchange resin, nuclear grade). Cerca de 3/4 g do liquido i6nico de partida sédo
dissolvidos em agua Milli-Q® e adicionados a coluna, onde ira ocorrer a troca do aniao Br- pelo
OH-. A reagdo de permuta aniénica termina quando o pH estiver a 7. Por fim é dissolvido o
composto que da origem ao novo aniao em agua Milli-Q® e adicionado a solugdo de hidroxido.
A solucéo é agitada durante 1-2h e evaporada posteriormente no rotavapor.

O processo de acetilacdo dos aminoacidos alanina e fenilalanina passou pela adicdo de 10
g de DL-alanina (Alfa Aesar, 99%) ou DL-fenilalanina (Alfa Aesar, 99%), respetivamente, a 50
mL de acido acético glacial (Merck, 100%) e 1,1 eq de anidrido acético (Alfa Aesar, >99%). A
reacdo é feita num tubo de pressdo num banho de etilenoglicol a 70°C até estar completa a
dissolu¢cdo do aminoacido. Por fim, o acido acético € evaporado no rotavapor e o acetil
aminoé&cido é lavado com acetato de etilo e seco no vacuo.

Tabela 2.2 - Liquidos i6nicos sintetizados por coluna de permuta aniénica e respetiva massa molar, liquido
i6nico de partida e composto que origina o aniéo.

Massa Liguido Composto
IL Estrutura molar idnico de gue origina o
(g/mol) partida aniao
| OH
HO\/@{L/\/\/\QN/\/
N-acetil
6 OH L 582,74 1 _
W 9 N o alanina
NT/U\O@ e o
\n/ o
(6]
| OH
HO\/@}'!‘/\/\/\@N/\/
- OH
N-acetil
7 HN’LO HN/LO 734,93 1 ) _
e o® fenilalanina
o 0
o~
2 N-acetil
8 0 OH 334,46 2 _
H alanina
0
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N-acetil glicina

OH . 554,68 1 (Aldrich, 99%)
o) rich, )
l®
G~~~ NT
2 N-acetil
{)H OH 522,68 3 .
H O alanina
T e
|
N~~~
N-acetil
OH OH 494,63 4 .
H © alanina
\lo]/Nj)Loe
® -~ OH
N NN\ <. Lt
® Acido acético
8 OH 440,58 1 )
OH 0 glacial
L
o §H
OH
g e
Ao N~ ON N-acetil
2 642,79 5 .
\HL - oH o alanina
o N\rﬁL
b
@r!l/\/OH <. .
@N/\/\/\/ Acido butirico
ﬁ ) oH 496,69 1 (Aldrich,
/\)OL >999%)
o°
@,\ll/\/OH
MRS )
2 Acido acético
OH 496,69 15 )
o glacial
A
® -~ OH
NN AN
2 N-acetil
OH 638,84 15

\gg \(‘Loe alanina
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/\/\/Bplj/\/OH
2 Acido acético
18 263,38 2 )
0 OH glacial
Mo
HO\/\A/\/O\/\ I/\/OH
® @N L L.
2 Acido acético
21 428,52 19 )
. OH OH 0 glacial
0 06
| OH
HO_~ | A~ N ,
® (\‘ Acido acético
22 412,52 20 _
O OH OH 0 & g|aCIa|
)LO@ o}

2.1.2. Analise por Ressonancia Magnética Nuclear dos liquidos idnicos sintetizados por

coluna de permuta anidnica

2.1.2.1. Diacetilalalinato de N, N’ — dimetil — N, N, N’, N’ — tetra(2 — hidroxietil) —
1,6 — hexanodiamoénio (6)
Liquido viscoso amarelado, *H RMN (D20, 400 MHz): 6 1.33 (d, 6H, J = 4.0 Hz, CH:CHNHAC);
1.43 (s, 4H, NCH2CH2CH2CH2>CH2CH2N); 1.81 (s, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N), 2.01 (s, 6H,
NHCOCHz); 3.17 (s, 6H, CHsN); 3.43-3.47 (m, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N); 3.55-3.60 (m,
8H, NCH2CH20H); 4.02-4.07 (m, 8H, NCH2CH20H); 4.13 (q, 2H, J = 8.0 Hz CHNHAC); 3C RMN
(D20, 100 MHz): 5 17.26, 21.59, 21.81, 25.04, 49.35, 50.84, 55.11, 63.22, 63.40, 173.28, 180.20.

2.1.2.2. Diacetilfenilalalinato de N, N’ — dimetil — N, N, N’, N’ — tetra(2 —
hidroxietil) — 1,6 — hexanodiamédnio (7)

Liquido viscoso amarelado, *H RMN (D20, 400 MHz): 6 1.39 (s, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N);
1.77 (s, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N); 1.91 (s, 6H, NHCOCHs3); 2.89-2.95 (m, 2H, CH2Ph);
3.13-3.20 (m, 8H, CHsN, CH2Ph); 3.40-3.43 (m, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH:N); 3.48-3.62 (m,
8H, NCH2CH20H); 3.97-4.08 (m, 8H, NCH2CH>OH); 4.41-4.48 (m, 2H, CHNHAC); 7.29-7.36 (m,
10H, ArH); 13C RMN (D20, 100 MHz): & 21.60, 21.80, 25.06, 37.65, 49.33, 55.10, 56.32, 63.21,
63.38, 126.77, 128.55, 129.21, 137.79, 173.19, 178.00.

2.1.2.3. Acetilalalinato de N, N — di(2 — hidroxietil) — N — metil — 1 —
hexanoamoénio (8)
Liquido viscoso amarelado, *H RMN (D20, 400 MHz): & 0.88 (t, 3H, J = 6 Hz
CHsCH2CH2CH2CH2CH2N); 1.29-1.39 (m, 9H, CHsCH.CH>CH.CH2>CH2N, CHsCHNHAC); 1.73-
1.79 (m, 2H, CH3CH2CH2CH2CH2CH2N); 2.01 (s, 3H, NHCOCH?3); 3.16 (s, 3H, CHsN); 3.41-3.45
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(m, 2H, CH3CH2CH:CH2CH2CH2N); 3.52-3.61 (m, 4H, NCH2CH20H); 4.01-4.07 (m, 4H,
NCH2CH20H); 4.17 (q, 1H, J = 8.0 Hz, CHNHACc); 13C RMN (D20, 100 MHz): & 13.14, 17.35,
21.55, 21.66, 21.85, 25.09, 30.35, 49.37, 50.89, 55.12, 63.34, 63.55, 173.20, 180.20.

2.1.2.4. Diacetilglicinato de N, N’ — dimetil — N, N, N’, N’ — tetra(2 — hidroxietil) —
1,6 — hexanodiamoénio (9)
Liquido viscoso amarelado, *H RMN (D20, 400 MHz): 6 1.43 (s, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH:2N);
1.81 (s, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N); 2.04 (s, 6H, NHCOCHz3); 3.17 (s, 6H, CHaN); 3.43-3.46
(m, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N); 3.52-3.62 (m, 8H, NCH2CH20H); 3.75 (s, 4H, CH2NHAC);
3.99-4.09 (m, 8H, NCH2CH20H); *3C RMN (D20, 100 MHz): 5 21.59, 21.82, 25.04, 43.27, 49.35,
55.12, 63.22, 63.40, 173.94, 176.77.

2.1.2.5. Diacetilalalinato de N, N’ — di(2 — hidroxietil) — N, N, N’, N’ — tetrametil —
1,6 — hexanodiamoénio (10)
Liquido viscoso amarelado, *H RMN (D20, 400 MHz): & 1.32 (d, 6H, J = 4Hz, CHsCHNHACc); 1.42
(s, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH:N); 1.81 (s, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N); 2.00 (s, 6H,
NHCOCHs); 3.13 (s, 12H, CH3N); 3.36-3.39 (m, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH:N); 3.44-3.53 (m,
4H, NCH2CH20H); 3.99-4.07 (m, 4H, NCH2CH>0OH); 4.13 (q, 2H, J = 8.0 Hz, CHNHAC); 1°C RMN
(D20, 100 MHz): © 17.29, 21.83, 25.05, 50.80, 51.30, 55.31, 64.85, 65.09, 173.22, 180.05.

2.1.2.6. Diacetilalalinato de N, N’ — di(2 — hidroxietil) — N, N, N’, N’ — tetrametil —
1,4 — butanodiamoénio (11)
Liquido viscoso amarelado, 'H RMN (D20, 400 MHz): 6 1.32 (d, 6H, J = 4 Hz, CHsCHNHAC);
1.88 (s, 4H, NCH2CH2CH2CH2N); 2.00 (s, 6H, NHCOCHS3); 3.16 (s, 12H, CHsN); 3.43-3.54 (m,
8H, NCH2CH2CH2CH2N, NCH>CH20H); 4.01-4.07 (m, 4H, NCH2CH20H); 4.12 (q, 2H, J = 8.0 Hz,
CH3CHNHAC); 3C RMN (D20, 100 MHz): 5 17.38, 19.23, 21.89, 50.93, 51.44, 55.35, 64.13,
65.11, 173.25, 180.22.

2.1.2.7. Diacetato de N, N’ — dimetil — N, N, N’, N’ — tetra(2 — hidroxietil) — 1,6 —
hexanodiaménio (12)
Solido ceroso branco, 'H RMN (D20, 400 MHz): 1.43 (s, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH:N); 1.82
(s, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N); 1.92 (s, 6H, CO2CHs); 3.17 (s, 6H, CHsN); 3.45 (t, 4H, J =
6.0 Hz, NCH2CH2CH2CH2CH2CH:N); 3.58 (t, 8H, J = 4.0 Hz, NCH2CH20H); 4.05 (s, 8H,
NCH2CH20H); 6 *3C RMN (D20, 100 MHz): 6 21.59, 23.26, 25.04, 49.35, 55.11, 63.22, 63.40,
181.38.

2.1.2.8. Diacetilalalinato de N, N, N, N’'N,’N,’ — hexa(2 — hidroxietil) — 1,6 —

hexanodiaménio (13)
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Solido ceroso branco, H RMN (D20, 400 MHz): & 1.34-1.43 (m, 10H,
NCH2CH2CH2CH>CH2CH2N, CH3CHNHAC); 1.81 (s, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N); 2.02 (s,
6H, NHCOCHs); 3.49-3.53 (m, 4H, NCH2CH2CH:CH.CH2CH:N); 3.65-3.67 (m, 12H,
NCH2CH>0H); 4.03-4.05 (m, 12H, NCH2CH2OH); 4.15 (q, 2H, J = 6.7 Hz, CHsCHNHAC); 13C RMN
(D20, 100 MHz): 6 17.29, 21.32, 21.83, 24.96, 30.22, 50.85, 54.92, 60.88, 173.25, 180.17.

2.1.2.9. Dibutanoato de N, N’ — dimetil — N, N, N’, N’ — tetra(2 — hidroxietil) — 1,6 —
hexanodiamoénio (14)

Liquido viscoso amarelado, *H RMN (D20, 400 MHz): 5 0.88 (t, 6H, J = 8.0 Hz, CO2CH2CH2CHz3);
1.41 (s, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N); 1.52-1.57 (m, 4H, CO2CH2CH2CHz); 1.80 (s, 4H,
NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N); 2.14 (t, 4H, J = 8.0 Hz, CO2CH2CH2CHpg); 3.15 (s, 6H, CHzN); 3.41-
3.45 (m, 4H, NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N); 3.51-3.62 (m, 8H, NCH2CH20H); 3.97-4.11 (m, 8H,
NCH2CH-0OH) 3C RMN (D20, 100 MHz): & 13.23, 19.34, 21.60, 25.04, 39.59, 49.36, 55.11, 63.23,
63.40, 183.98.

2.1.2.10. Diacetato de N,N’ — dimetil — N, N, N’, N’ — tetra(2 — hidroxietil) — 1,10 —
decanodiamoénio (16)

Liquido viscoso amarelado, H RMN (D20, 400 MHz): & 1.30-1.39 (m, 12H,
NCH2CH2CH2CH2CH>CH2CH2CH2CH2CH:2N); 1.77 (s, 4H,
NCH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2>CH2N); 1.91 (s, 6H, CO2CHs); 3.16 (s, 6H, CHsN); 3.43 (t,
4H, J = 8.0 Hz, NCH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2N); 3.56 (s, 8H, NCH2CH20H); 4.04 (s,
8H, NCH2CH20H) ; 13C RMN (D20, 100 MHz): 8 21.59, 23.24, 25.39, 28.04, 28.23, 49.35, 55.09,
63.32, 63,51, 181.26.

2.1.2.11. Diacetilalalinato de N, N’ — dimetil — N, N, N’, N’ — tetra(2 — hidroxietil) —
1,10 — decanodiaménio (17)

Liquido viscoso amarelado, 'H RMN (D20, 400 MHz): & 1.29-141 (m, 18H,
NCH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH:2N, CHsCHNHAC); 1.78 (s, 4H,
NCH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH:N); 2.01 (s, 6H, NHCOCH?3); 3.16 (s, 6H, CHsN); 3.43
(t, 4H, J = 8.0 Hz, NCH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2N); 3.53-3.60 (m, 8H, NCH.CH20H);
4.01-4.07 (m, 8H, NCH2CH20H); 4.13 (q, 2H, J = 6.7 Hz, CHsCHNHACc); 3C RMN (D20, 100
MHz): & 17.30, 21,60, 21.82, 25.40, 28.06, 28.25, 49.35, 50.90, 55.11, 63.33, 63.52, 173.24,
180.27.

2.1.2.12. Acetatode N,N — di(2 — hidroxietil) — N — metil — 1 — hexanoaménio (18)
Soélido ceroso branco, 'H RMN (D20, 400 MHz): & 0.88 (t, 3H, J = 6.0 Hz,
CH3CH2CH2CH2CH2CH2N); 1.29-1.39 (m, 6H, CH3CH>CH.CH.CH2CH2N); 1.73-1.82 (m, 2H,
CHsCH2CH2CH2CH>CH:zN); 1.92 (s, 3H, CO2CHs); 3.17 (s, 3H, CHsN); 3.43 (t, 2H,
CH3CH2CH2CH2CH2CH2N); 3.54-3.59 (m, 4H, NCH2CH20H); 4.02-4.07 (m, 4H, NCH2CH20H);
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13C RMN (D20, 100 MHz): & 13.41, 21.63, 23.23, 25.06, 30.33, 49.35, 55.10, 63.32, 63.53,
181.43.

2.1.2.13. Diacetato de N,N’ — dimetil — N, N, N’, N’ — tetra (2 — hidroxietil) —
dietiletéramonio (21)
Liquido viscoso amarelado, *H RMN (D20, 400 MHz): & 1.88 (s, 6H, CO2CHs); 3.21 (s, 6H, CHsN);
3.59-3.67 (m, 8H, NCH2CH20H); 3.77 (t, 4H, J = 8.0 Hz, NCH2CH20CH2CH2N); 3.92-3.99 (m,
4H, NCH2CH20CH2CH:N); 4.00-4.06 (m, 8H, NCH2CH20H); 3C RMN (D20, 100 MHz): 23.27,
49.93, 55.11, 62.75, 64.26, 64.37, 181.30.

2.1.2.14. Diacetato de N,N’ — dimetil — N, N, N’, N’ — tetra(2 — hidroxietil) — 1,4 —
butanodiamédnio (22)
Solido ceroso branco, *H RMN (D20, 400 MHz): & 1.85 (s, 4H, NCH2CH2CH2CH2N); 1.89 (s, 6H,
CO2CHs3); 3.16 (s, 6H, CHsN); 3.47-3.54 (m, 4H, NCH2CH2CH2CH2N); 3.54-3.60 (m, 8H,
NCH2CH20H); 3.98-4.07 (m, 8H, NCH2CH20H); 13C RMN (D20, 100 MHz): 18.98, 23.23, 49.33,
55.08, 62,26, 63.56, 181.38.

2.1.2. Ressonancia magnética nuclear

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma técnica espetroscopica ndo destrutiva e onde
a concentrac@o necessaria de amostra € minima, sendo assim um método vantajoso em relagéo
a outros. E usado para determinar o contetido, pureza e estrutura molecular dum composto. O
principio por tras desta técnica é que a maioria dos nucleos (*H, 13C, 15N, 1°F, 31P, etc) tém spin
e todos os nulcleos sao eletricamente carregados. Quando é aplicado um campo magnético, da-
se uma transferéncia de energia do interior do ndcleo para um estado de energia mais elevado.
A transferéncia de energia da-se a um comprimento de onda que corresponde a uma
radiofrequéncia e quando o spin volta ao nivel base, a energia é emitida a essa mesma
frequéncia. O sinal que corresponde a esta transferéncia é medido e processado originando um
espetro de RMN para os nucleos em questdo. A partir do espetro € possivel retirar informacao
acerca da composi¢cdo dos grupos atémicos da molécula, dos atomos adjacentes, da dindmica
molecular e informacdo quantitativa que ajuda a determinar a estrutura molecular e as diferentes
propor¢cbes dos diferentes compostos numa mistura. 41142 A Figura 1.4 mostra os desvios

guimicos tipicos para o *H e 13C em compostos organicos.
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Figura 2.1 - Desvios tipicos de ressonancia magnética nuclear para o H e C em
compostos organicos. (Levitt, M. H. (2013).)

Estas experiéncias foram realizadas no Laboratério de RMN do REQUIMTE (FCT NOVA) pela

Técnica Superior de Laboratério, Ana Teresa Lopes.

2.1.3. Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

A Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC) mede as temperaturas e fluxos de calor
associadas as transicdes nos materiais como uma fun¢do de tempo e temperatura numa
atmosfera controlada. A amostra é selada num cadinho, por vezes hermético, com cerca de 1-
10 mg de composto. A referéncia é por norma um cadinho vazio selado. Cada pico no DSC é
devido a uma mudanga na entalpia associada a um processo fisico ou quimico especifico,
transi¢cdes endotérmicas como a fusdo, desnaturacdo da proteina, desidratacdo e reacbes de
reducdo e transi¢cdes exotérmicas como a cristalizacdo e rea¢des de oxidacdo. Existe ainda um

processo denominado transicdo vitrea que se da quando materiais amorfos passam ao estado
||'qu|d0 [43] [44] [45] [46]
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U. / degradation
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Tg g melting
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(1) Cooling scan

Crystallization

Temperature, 7

Figura 2.2 - Curvas tipicas de arrefecimento (1) e aquecimento (2) da
Calorimetria Diferencial de Varrimento dum polimero. (Kalogeras, |. M.
(2016).)
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Com o intuito de descobrir o ponto de fusao de varios liquidos idnicos que tinham um aspeto
ceroso, foram realizados ensaios de DSC. Foi pesado entre 5-10 mg de liquido iénico para um
cadinho hermético (Tzero) que foi encapsulado com uma tampa hermética (Tzero) que foi
posteriormente furada. Todos os liquidos i6nicos foram submetidos a 3 ciclos de arrefecimento
e aquecimento, entre os -90°C e cerca de 30°C acima do seu ponto de fusdo expectavel.

Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Técnicas Calorimétricas sob supervisao da
Prof. Madalena Dionisio (FCT NOVA).

2.2. Coeficiente de particdo e log P

Determinaram-se as retas de calibracdo para ambos os farmacos numa solugédo de agua
saturada em octanol. Para o cetoprofeno pesou-se aproximadamente 1,28 mg de farmaco num
baldo de 25 mL e perfez-se com agua saturada em octanol. Deixou-se em agitacdo até se
dissolver todo o cetoprofeno. A partir desta solugéo fizeram-se cinco diluicdes (concentracfes
de 2,0, 5,1, 10,2, 12,2 e 15,3 pyg/mL) de maneira a ter varios pontos na reta de calibracéo.

Para o ibuprofeno o processo foi idéntico sendo que na solu¢cdo-mée foi pesado 5,25 mg de
farmaco num baldo de 250 mL e as dilui¢des feitas foram de 2,1, 6,3, 10,5, 13,7 e 16,8 pg/mL.

Mediu-se a absorvancia no espetrofotdbmetro de UV/Visivel das cinco diluicdes de cada
farmaco e construiram-se as retas de calibragdo para cada um com r2>0,99 (ver em Anexos).

Para determinar o Kow (coeficiente de particdo n-octanol/agua) e o log P dos farmacos na
presenca (0,1 mol%) e auséncia dos liquidos iénicos foi utilizado o “shake flask method”. No caso
dos ensaios com liquido idnico, este foi dissolvido em cerca de 1 g de agua saturada em octanol,
homogeneizado e adicionado a uma quantidade conhecida de farmaco. Apos esta solugdo estar
bem homogeneizada, foi adicionado cerca de 1 g de octanol saturado em agua e deixou-se a
agitar a temperatura ambiente durante 24h. Apés este tempo, o frasco foi deixado em repouso e
as amostras foram sujeitas a centrifugacdo de maneira a haver uma completa separacao entre
a fase orgéanica e fase aquosa. A concentracdo do fa&rmaco na fase aquosa foi medida no
espetrofotémetro e a concentracédo na fase organica foi retirada pela subtragdo da concentragéo
na fase aquosa a concentragao inicial da amostra. Os ensaios foram feitos em triplicado.

Os valores de Kow € de log P foram determinados a partir das equacgdes 2.1 e 2.2:

[farmaco]oct

Kow = —
[farmaco]H20

Equacéo 2.1

log P = log Kow Equacéo 2.2
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2.3. Biodisponibilidade

2.3.1. Retas de calibrac&o dos farmacos

O procedimento experimental consistiu em determinar inicialmente a reta de calibracdo para
ambos os farmacos para a temperatura pretendida para os ensaios (37°C).

No caso do cetoprofeno, pesou-se 12,8 mg de cetoprofeno (Alfa Aesar) num baldo de 250
mL e perfez-se com agua Milli-Q®. Deixou-se em agitacdo até se dissolver todo o cetoprofeno.
A partir desta solucéo fizeram-se quatro diluicées (concentra¢ées de 2,0, 5,1, 10,2 e 15,3 pg/mL)
de maneira a ter varios pontos na reta de calibracao.

Para o ibuprofeno o procedimento experimental foi idéntico ao realizado para o cetoprofeno.
Pesou-se 5,25 mg de ibuprofeno (Alfa Aesar, 99%) num baldo de 250 mL e perfez-se com agua
Milli-Q®. Deixou-se em agitacdo até se dissolver todo o ibuprofeno. A partir desta solucéo
fizeram-se cinco diluicdes (concentracbes de 4,2, 8,4, 10,5, 13,4 e 16,8 yg/mL). Mediu-se a
absorvéancia no espetrofotdmetro de UV/Visivel (VWR UV-6300PC) das diluicdes e construiu-se

a reta de calibragdo para cada farmaco com r2>0,99 (ver em Anexos).

2.3.2. Testes de solubilidade

Os liquidos i6nicos com a finalidade de serem utilizados no dia seguinte para testes de
solubilidade foram deixados a secar na linha de vacuo a 50°C, de forma a retirar todo o solvente
ou agua existente. Posteriormente, o procedimento experimental consistiu em pesar para um
baldo volumétrico de 2 mL, cerca de 20 mg de farmaco, de forma a ter uma concentracdo acima
do limite de solubilidade, e a quantidade de liquido i6nico correspondente a percentagem molar
pretendida juntamente com agua Milli-Q®. Foram feitos testes a diferentes percentagens para
varios liquidos idnicos. As solug8es foram deixadas em agitacdo e a 37°C durante 24h. Apéds as
24h, filtrou-se as solu¢Bes em material aquecido a 37°C, diluiu-se tendo em conta a dissolugéo
do farmaco na solucao e mediu-se a sua absorvancia no espetrofotdmetro. A referéncia utilizada
foi &gua Milli-Q® no caso do cetoprofeno e uma solugdo com liquido idnico em igual percentagem
a da solucdo a ser medida no caso do ibuprofeno, de maneira a garantir que se estava apenas
a medir a absorvancia deste principio ativo pois os liquidos iénicos absorvem ligeiramente na
gama 190-230 nm, onde se encontra a banda de absorcéo do ibuprofeno. 28l

ApOs a medigdo da absorvancia, utilizando a reta de calibracéo e tendo em conta as diluigcbes

feitas, foi calculado o valor da solubilidade em mg/L.

2.3.3. Permeabilidade
Os testes de permeabilidade foram feitos com 0,1 mol% de liquido i6nico em cerca de 2,8
mL de agua Milli-Q® e 28 mg de farmaco. Esta solucéo foi deixada a agitar 24h a 37°C e ap6s
as 24h foi filtrada. Os ensaios foram feitos usando células de Franz (PermeGear) com uma area

de transferéncia de massa efetiva de 1 cm?2, um compartimento recetor de 8 mL onde foi colocada
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agua Milli-Q® e um compartimento dador de 2 mL onde foi colocada a solugédo aquosa de liquido
ibnico com o farmaco. A membrana usada (Sartorius Stedim Biotech) foi uma membrana
hidrofilica de polietersulfona (PES-U) com uma espessura de 150 um e tamanho de poro de 0,45
pm. Foram retirados 200uL do compartimento recetor aos 0, 5, 15, 30, 45min e 1h, 1h30, 2h,
2h30 e 3h, adicionando depois agua Milli-Q® até completar o volume. Apés as 3h, a placa de
quartzo foi lida no leitor de placas (VICTOR Nivo™ PerkinElmer) de 259 a 262 nm para o
cetoprofeno. Os ensaios foram feitos em triplicado num banho a 37°C com uma agita¢éo de 60

rpm. A permeabilidade (cm s) foi calculada através da Equagéo 2.3:

—In (1- 2%) = % * Pt Equacéo 2.3 [78]

Em que Ct € a concentracdo no compartimento recetor no tempo t, Co é a concentragdo
inicial no compartimento dador, A é a area de transferéncia de massa efetiva e V é o volume total
nos dois compartimentos.

A partir da Lei de Difusdo de Fick foi determinado o coeficiente de difusdo, D (cm2s™) dos

farmacos na presenca e auséncia dos liquidos iénicos (Equagéo 2.4).

V1«V2 h 1

=% =In (

_ . cr—ci
T vitvz o4 ¢t

cf-ct

) Equacdo 2.4 47

Em que Vi e V2 sdo o volume no compartimento dador e recetor, respetivamente, h é a
espessura da membrana, Cs e Ci sdo a concentracdo final e inicial, respetivamente, no
compartimento recetor e Ct € a concentragdo no compartimento recetor no tempo t.

Por fim é também possivel determinar o coeficiente de particdo, Ka segundo a Equagédo 2.5, uma

medida da solubilidade do soluto na membrana.

Equagdo 2.5 147

Para a reta de calibragdo do cetoprofeno foram pesados cerca de 1,3 mg de farmaco para
um baldo de 25 mL que se perfez com agua Milli-Q®. Deixou-se em agitacdo até se dissolver
todo o cetoprofeno e a partir desta solucao fez-se cinco diluicdes (concentracdes de 5,1, 12,8,
19,1, 23,0 e 25,5 mg/L) de maneira a ter varios pontos na reta de calibracdo. Mediu-se a

absorvancia no leitor de placas e construiu-se a reta de calibracdo (ver em Anexos).

2.4. Espetroscopia de UV/Visivel

A espetroscopia de UV/Visivel estuda a resposta de uma amostra a luz. Quando a luz passa

pela solucdo, uma parte dela é absorvida e a restante é transmitida. A razéo entre a luz que entra
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na amostra (lo) e a que sai (I) a um dado comprimento de onda é definida por transmitancia (T),

gue é expressa por norma em percentagem (%T) multiplicando esta por 100 (equagéo 2.6). 48]
%T = (g) * 100 Equacdo 2.6

A absorvancia (A) de uma amostra é o logaritmo negativo da transmitéancia, como

representado na equacéo 2.7. (48]

A = —logT Equagdo 2.7

Além do aparelho utilizado, também devem ser tidos em conta as cuvettes e os solventes.
As cuvettes de quartzo sdo mais indicadas para utilizacdo pois as de vidro ético transmitem acima
de 320nm enquanto que as de quartzo transmitem abaixo de 190nm, o comprimento de onda

minimo usual dos espetrofotémetros de UV/Visivel (Figura 2.3). 148l
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Figura 2.3 - Caracteristicas da transmissdo da luz de diferentes
tipos de materiais de cuvettes. (Upstone, S. L. (2006).)

Existem também cuvettes de plastico descartaveis feitas de poliestireno e acrilico. Estas
ndo necessitam de lavagem entre amostras, o que pode muitas vezes ser uma mais valia, mas
tém como desvantagem um intervalo de comprimento de onda restrito e um baixo desempenho
otico.

Como solvente, a agua é o mais utilizado devido ao seu intervalo amplo de comprimentos
de onda e devido a ter o menor cutoff dos mesmos. 8 Quando um dos compostos da amostra
que estamos a analisar absorve na zona de interesse, deve fazer-se um branco com tudo o que
a amostra a analisar contém, menos o composto de interesse.

Existem espetrofotometros de um ou dois feixes, sendo que este Ultimo pode ter dois

detetores ou apenas um. O mesmo encontra-se representado na Figura 2.4.
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Figura 2.4 - Esquema de um espetrofotometro de feixe duplo.

(Upstone, S. L. (2006).)

2.5. Citotoxicidade

As células utilizadas nos ensaios foram as L929 e o meio utilizado foi MEM (Meio minimo

essencial, Corning®) com 10% de FBS (Soro fetal de bovino, Corning®) e 1% de PS (Penicilina-

Estreptomicina).

2.5.1. Sub-cultura de células

As células devem atingir uma confluéncia de 80-90%. Ao atingirem esta percentagem de

confluéncia na superficie, devem ser sub-cultivadas.

O sobrenadante é removido, a parede do frasco é lavada com uma pequena quantidade de

PBS (Tampao fosfato salino), a tripsina (Corning®) € adicionada até cobrir totalmente a parede

e o frasco é incubado a 37°C durante 5-10 minutos. Quando as células comegarem a emergir,

retira-se o frasco e se for necessario bate-se nas paredes deste para as células desaderirem.

Adiciona-se um volume de meio adequado a area do frasco (Tabela 2.3) para inativar a enzima.

Ressuspende-se as células contra a parede do frasco até a cultura celular estar homogénea.

Transfere-se para um tubo de Falcon e centrifuga-se 10 minutos a 200g (HERMLE). Apés a

centrifugacdo remove-se o sobrenadante, ressuspende-se o pellet em meio de acordo com a

diluicéo pretendida e transfere-se para um novo frasco com a quantidade necessaria de meio.

Tabela 2.3 - Volume de tripsina e meio recomendado para a area do frasco.

Area frasco (cm?)

Volume tripsina (mL)

Volume meio (mL)

Volume final (mL)

25 1-3 7-10 10
75 2.5-5 5-7.5 15
150 7-15 15-23 30
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2.5.2. Contagem de células
Apés as células serem tripsinizadas e centrifugadas como descrito no passo 2.5.1.
ressuspende-se as células em 3 mL de meio e transfere-se 100-200 pL da suspenséo de células
para um Eppendorf. Retira-se 20 pl desta suspensdo, adiciona-se 180 pul de trypan blue e
adiciona-se a Camara de Neubauer. Faz-se a contagem das células ao microscépio e calcula-se

a concentragdo através da Equacao 2.8:

numero de células contadas

Concentracao células = * fator diluicdo * 10000 Equacéo 2.8

numero de quadrados

2.5.3. Ensaio de citotoxicidade em cultura 2D
2.5.3.1. Preparacéo da placa
Ap6és ser feita a passagem (passo 2.5.1.) e a contagem das células (passo 2.5.2.), prepara-
se o0 inéculo de modo a ter-se 1x10° células/mL Cada placa de 96 pocgos terd um volume final de

6mL, entdo no calculo do volume final deve ser incluido um volume de 2mL considerando o erro.

Vi*xci=Vf *cf Equacéo 2.9

Vi * concentragdo células = Vf * concentragdo indculo Equacéo 2.10

Coloca-se meio numa banheira tendo em conta os célculos (Vs - Vi) e adiciona-se o inéculo
calculado ao meio. Adiciona-se 100 uL da mistura a cada pogo e 100 uL de agua estéril aos

pocos periféricos. Incuba-se 24h a 37°C com uma percentagem de CO: de 5%.

2.5.3.2. Preparacéo extrato/compostos

A experiéncia deve ser feita em triplicados, ou seja, para cada diluicdo do composto sédo
utilizados trés pocos. Sdo entdo precisos 300 uL por diluigao.

Como os liquidos iénicos sédo soluveis em MEM, ndo necessitam de ser diluidos em nenhum
solvente e o controlo € feito apenas com meio. A cada po¢o sdo adicionados 100 pL da
correspondente diluicdo de acordo com o esquema representado na Figura 2.5 e aos pogos
periféricos é adicionada agua. A placa é incubada 24h a 37°C com uma percentagem de 5% de
CO:a.
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Figura 2.5 - Esquema de inoculagdo duma placa de 96 pocos.

2.5.3.3.  Ensaio de viabilidade

O MTS é um reagente colorimétrico solavel em agua e sensivel a luz por isso este ensaio é
feito com a luz da caAmara de fluxo laminar desligada. A diluicdo utilizada deste regente é 1:10
em meio a uma concentracédo de 16%.

E removido o contetido da placa invertendo esta para papel embebido em etanol. Os pogos
sdo lavados com 100 pL PBS e este é removido também para papel embebido em etanol. Pipeta-
se 100 uL da solugéo de reagente para cada pogo e aos pogos periféricos é adicionada dgua. A
placa é incubada 2h30-3h a 37°C com uma percentagem de 5% de CO.. Apés este tempo € lida

no leitor de placas (VICTOR Nivo™ PerkinElmer) a 490 nm.

2.5.4. Tratamento de dados
Ap6s leitura da placa, os dados séo recolhidos e tratados no programa GraphPad Prism 7.

Neste, é possivel retirar o valor de ICso do liquido iénico bem como os dados estatisticos.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Sintese dos liquidos iGnicos

Todos os liquidos i6nicos foram sintetizados e posteriormente caracterizados por RMN e
alguns por DSC.

A sintese, como referido anteriormente, da-se pela reacdo de alquilagdo de uma amina
terciaria com um halogeneto de alquilo. Apds a reagdo ser completa, o solvente foi decantado e
a solucao evaporada no rotavapor. O liquido i6nico apés ser seco na linha de vacuo a 50°C foi

caracterizado por ressonancia magnética nuclear.

3.1.1. Caracterizacdo por ressonancia magnética nuclear (RMN)
A caracterizacao dos liquidos ionicos por RMN foi feita num espetrémetro de 400 MHz. Para
o liguido i6nico 1, colocamos como exemplo os espetros de H e 13C, que se encontram

representadas nas figuras 3.1 e 3.2, respetivamente.
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Figura 3.1 - Espetro *H RMN do liquido iénico [(N 1 20+ 20H)2Cs] Br2 (1) em D20.
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Figura 3.2 - Espetro 3C RMN do liquido iénico [(N 1 20H 201)2Cs] Br2 (1) em D20.

Pela Figura 3.1 é possivel observar um singleto amplo a & 1.45 que representa quatro
protbes da cadeia alquilica (NCH2CH2CH2CH2CH2CH:2N) representados pelo nimero 1. A5 1.83
(2) encontra-se outro singleto (NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N). A & 3.19 (3) estd um singleto dos
seis protbes correspondentes aos grupos metil (CHsN). A & 3.47 (4) encontra-se um tripleto que
representa os quatro protdes dos metilenos ligados aos atémos de azoto da cadeia alquilica
(NCH2CH2CH2CH2CH2CH2N). Por fim temos dois multipletos que representam os 16 protdes dos
quatro grupos 2-hidroxietilo: oito a & 3.55-3.64 (NCH2CH20H) e os outros oito a & 4.03-4.10
(NCH2CH20H). Por 3C RMN (Figura 3.2) conseguimos observar os desvios & 21.63, 25.06,
49.43, 55.16, 63.27, 63.43.

A caracterizacao é feita para todos os liquidos iénicos (ver em Anexos) de maneira a estudar
0 seu estado de pureza.

Todos os liquidos i6nicos apresentaram-se sollUveis em D20 (agua deuterada) e por isso
este foi 0 solvente utilizado para esta experiéncia. A agua deuterada apresenta um pico residual

gue é visivel nos espetros de 'H RMN a & 4.79. 4]
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3.1.2. Caracterizacao por Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

Ap6s sintese dos liquidos idnicos, alguns demonstraram um aspeto ceroso. Por esta razdo
foram feitos ensaios de Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC) de maneira a determinar a
sua temperatura de fusdo e confirmar se estaria abaixo de 100°C (temperatura maxima para um
composto ser denominado liquido iénico). Os liquidos idnicos testados foram o0 6, 12, 13, 16, 18
e 22 e os valores da temperatura de fusdo (Tm), temperatura de transicdo vitrea (Tg) e

temperatura de cristalizacdo (Tc) determinados encontram-se representados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Compostos testados por DSC e respetivas temperaturas de fusdo, de transicéo vitrea e de
cristalizacéo.

Liquido i6nico Tm (°C) Ty (°C) T (°C)

[(N 120 20H)2Cs] [AcAla]z (6) 108,23 N&o apresenta N&o apresenta
[(N 1 20H 20H)2Cs] [CH3CO2]2 (12) 89,18 -35,75 N&o apresenta
[(N 20H 20H 20H)2Cs] [AcAla]2 (13) 107,80 -76,32 N&o apresenta
[(N 1 20H 20H)2C10] [CH3CO2]2 (16) 83,19 -37,61 N&o apresenta

[N 16 20H 20H] [CH3CO2] (18) 48,13 -64,50 -18,31
[(N 120H 20H)2C4] [CH3CO2]2 (22) 148,41 -49,39 N&o apresenta

Os compostos 12, 16 e 18 apresentam temperaturas de fuséo inferiores a 100°C podendo
assim ser considerados liquidos iénicos. Podemos também observar que o [(N 1 20H 20H)2C4]
[CH3CO2]2 (22) possui uma temperatura de fusdo consideravelmente superior a 100°C, sendo
excluido da denominacéo de liquido i6nico e ndo fazendo assim parte do objetivo do trabalho,
apesar dos bons resultados de solubilidade e citotoxicidade. Os compostos 6 e 13 apds estes
ensaios deixaram também de ser considerados liquidos iénicos pois, apesar de pouco, a sua
temperatura de fusdo encontra-se acima dos 100°C.

Todos os compostos apresentaram temperatura de transicao vitrea, a exce¢éo do liquido
ibnico 6. Esta da-se no aquecimento quando a amostra passa do estado amorfo ao estado
liquido. O liquido iénico 18 apresentou ainda um pico exotérmico no aquecimento que € originado
quando uma amostra esta no estado liquido abaixo da sua temperatura de fusdo e passa ao
estado cristalino, denominada temperatura de cristalizagéo fria. 3!

Nas figuras seguintes (3.3 e 3.4) encontram-se representados os graficos resultantes dos

ensaios de Calorimetria Diferencial de Varrimento dos liquidos i6nicos 12 e 16, respetivamente.

29



»

Nuxo de calor Q (W/g)

wefecimento

— — 2° aqyeximento

. Figixa 3\~ Termogramg/Obtido pa o liquido ighico >,‘~‘/

N\

(A 20%0"\3\02]2 \\
05 \ /X
as'i;:iA\ \ “

i
)

0
¢ .
-0,5
* "‘\ ransigao

#aglecifpento

2CX] [CARCO2]2 {12)\e respetivos ciclos.

.........

-1.5 vitrea

uxo de calor Q (W/g)

-2

-2,
2100 -50 0 100

Tempera®ya (°C)
----- 1° arrelgcimento ===3¢ 19 )guecimentON— — 2° arrefecipento
— — 2% aquecNnento 3™Qrrefgcimento 3° aquecimeqto
\ \
Fidura 3.4 - Termograma obtido para'p liquido iénico [(N Meor 2su)2C10] [CINKOz2]2 (16) e respetifos ci§los.

Para ambos os liquidos i6nicos é poSsivel observar o piconda YeNperaturade fusdq quando s€

faz 0 aquecimento até aos 100°C no 1°Xiclo, a 89,18°C para o §quidg idnico 12Ng a 83X19°€ para
o liquido i6nico 16. Nos ciclos 2 e 3, tamhém no aquecimento, os [fqNdes idnicos agresentaram

uma transicao vitrea por volta dos -35°C. Nenhum dos dois apresento B.de cristallRgcéio)




3.2. Coeficiente de particdo (log P)

O coeficiente de particdo (log P) é importante para saber como 0s compostos se véao
comportar em certos ambientes 21122 sendo muito utilizado em farmacologia para perceber
como os farmacos se vao distribuir no corpo humano. Como referido anteriormente, o
cetoprofeno e o ibuprofeno sdo farmacos de classe Il, tendo assim uma baixa solubilidade e uma
alta permeabilidade. 2! Como estes farmacos séo de administracéo oral, tém de ser permeaveis
para passar as bicamadas lipidicas do epitélio intestinal. E assim necessaria uma certa
lipofilicidade para passar esta bicamada, mas também hidrofilicidade para ndo sair. Segundo a
literatura o cetoprofeno possui um log P de 3.12 % e o ibuprofeno de 3.97 0 e este deve estar
idealmente entre 0 e 3 31, de maneira a que estes sejam mais hidrofilicos.

Foram determinados os valores de log P de ambos os farmacos com o liquido iénico 12
([(N 1 20H 20H)2C6] [CH3CO2]2) a 0,1 mol% recorrendo ao “shake flask method”.

O valor do log P do ibuprofeno em agua néo foi possivel de determinar porque nao houve
separacao da fase aquosa da fase do octanol (apresentava trés fases) e por isso foi considerado
o valor da literatura. Os valores de log P determinados do cetoprofeno e dos farmacos com o

liquido ibénico encontram-se representados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Valores de log P do cetoprofeno e ibuprofeno com e sem liquido iénico.

Composto Log P
Cetoprofeno 2,70
Ibuprofeno 3,97 30
Cetoprofeno + [(N 1 20H 201)2Cs] [CH3CO2]2 0,1 mol% 0,39 + 0,04
Ibuprofeno + [(N 120H 201)2Cs] [CH3CO2]2 0,1 mol% 1,28 + 0,08

O valor de log P do cetoprofeno determinado experimentalmente revelou-se um pouco mais
baixo que o da literatura.

Ao utilizar o liquido i6nico 12 conseguiu baixar-se o valor de log P de ambos os farmacos
tornando-os assim mais hidrofilicos como era o objetivo e ficando no intervalo recomendado de
0<log P <3.

3.3. Biodisponibilidade

Um grande desafio da producdo de farmacos € a sua biodisponibilidade. A
biodisponibilidade oral depende de fatores como a solubilidade em agua, permeabilidade do
farmaco, taxa de dissolucdo, metabolismo de primeira passagem e suscetibilidade a mecanismos
de efluxo. As causas mais comuns da baixa biodisponibilidade sdo a baixa solubilidade e baixa
permeabilidade do farmaco. 152

Por estas razdes foi feito o estudo da solubilidade dos farmacos com os liquidos ionicos,

assim como da sua permeabilidade.
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3.3.1. Solubilidade

As solugbes, apds serem deixadas em agitacdo e a 37°C durante 24h, foram filtradas e
medidas no espetrofotometro contra uma referéncia apenas de agua no caso do cetoprofeno e
de liquido i6nico com agua Milli-Q®, no caso do ibuprofeno. A partir do valor de absorvancia
retirado do espetro e utilizando o valor do declive da reta de calibragao é possivel retirar o valor
de solubilidade do liquido iénico pretendido, tendo em conta as diluicdes feitas para a medicao
no espetrofotdmetro. Por comparacao ao valor obtido de solubilidade dos farmacos (a 37°C na
auséncia de liquido i6nico) determinado experimentalmente, 187,63 mg/L para o cetoprofeno e
60,44 mg/L para o ibuprofeno, é feito 0 estudo do aumento da solubilidade com recurso aos
liquidos idnicos sintetizados.

O valor da solubilidade em mg/L de todos os liquidos iénicos que foram possiveis de medir

encontra-se representado na Figura 3.5 para o cetoprofeno e na Figura 3.6 para o ibuprofeno.
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Figura 3.5 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos iénicos que melhoraram a
solubilidade do cetoprofeno.
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Solubilidade ibuprofeno
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Figura 3.6 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos i6énicos
gue melhoraram a solubilidade do ibuprofeno.

Houve ainda alguns liquidos i6nicos que néo tiveram qualquer efeito na solubilidade ao
serem testados com o ibuprofeno. E o caso dos liquidos ionicos 1 ([(N 1 204 201)2Cs] Br2) € 17 ([(N

120H 20H)2C10] [ACAla]2), ambos testados a 0,2 mol%.

3.3.1.1. Efeito do tamanho da cadeia alquilica do catido
A partir do catido colina foram feitas alterag@es nas suas cadeias alquilicas, alternando entre
um grupo éter, quatro, seis e dez carbonos no linker nos liquidos iénicos dicatiénicos e também
nas cadeias alquilicas no caso dos monocatiénicos. Utilizando o mesmo anido é possivel
perceber qual é o efeito da alteracdo do tamanho do linker do catido em ambos os farmacos.
Com o cetoprofeno foram feitos varios estudos que se encontram representados nas figuras

3.7e 3.8.
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Figura 3.7 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos
liquidos i6nicos [(N 1 20n 20H)2C10] [CH3CO2]2 (16) e [(N 1 20H 20H)2Cs]
[CH3CO2]2 (12), [(N 1201 20H)2C10] [AcAla]2(17) e [(N 1 20+ 201)2Cs] [AcAla]2(6)
€ [(N 1201 201)2C10] Br2 (15) e [(N 1201 201)2Ce] Br2 (1), todos a 0,2 mol% para
o cetoprofeno.
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Figura 3.8 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L
dos liquidos i6nicos [(N 120+ 20H)2Cs] [CH3CO2]2 (12), [(N 1 20H 20H)2C10]
[CH3CO2]2 (16), [(N 1 20H 20m)2C4] [CH3CO2)2 (22) e [(N 1 20H
20H)2C20C2] [CH3CO2]2 (21), todos a 0,3 mol% para o cetoprofeno..
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E possivel observar que a relacdo entre o aumento do linker e o aumento/diminuicdo do
valor de solubilidade nem sempre é igual. Na Figura 3.5 a 0,2 mol% é possivel observar que um
linker de dez carbonos apresenta maior valor de solubilidade que um linker de seis carbonos,
apesar da diferenca nao ser significativa, para os diferentes anides. Quando se estudou a relacéo
entre os quatro tipos de linker com o cetoprofeno a 0,3 mol% de liquido iénico (Figura 3.6), a
utilizagdo de seis carbonos aumentou mais o valor da solubilidade que a utilizagdo de dez
carbonos. No entanto pode-se afirmar que o linker de seis e dez promove uma melhor
solubilidade quando comparamos com o linker de quatro ou quando se tem um grupo éter.

Para o ibuprofeno foram feitos dois estudos, a 0,2 e 0,3 mol% de liquido idnico,
representados nas Figuras 3.9 e 3.10, respetivamente.
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Figura 3.9 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos
liquidos i6nicos [(N 1 20n 20H)2Cs] [CH3CO2]2 (12) € [(N 1 20H 20H)2C10]
[CH3CO2]2 (16), ambos a 0,2 mol% para o ibuprofeno.
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Figura 3.10 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos iénicos [(N
1 20H 20H)2C20C2] [CH3CO2]2 (21), [(N 1 20H 20H)2C4] [CH3CO2]2 (22), [(N 1 20H 20H)2Cs]
[CH3CO2])2 (12) e [(N 1 201 20H)2C10] [CH3CO2]2 (16), todos a 0,3 mol% para o ibuprofeno.

No caso deste farmaco, o linker com a cadeia éter e com a cadeia alquilica de quatro
carbonos apresentou valores de solubilidade superiores aos linkers de seis ou dez carbonos. No
entanto os valores ndo sdo muito diferentes entre eles.

3.3.1.2. Efeito do nimero de grupos 2-hidroxietilo do catido
Outro fator que se estudou na solubilidade dos farmacos, foi o nimero de grupos 2-
hidroxietilo do catido colina. Foram utilizados liquidos i6nicos dicatiénicos em que apenas se
alternou entre quatro e seis grupos 2-hidroxietilo no caso do cetoprofeno (Figura 3.11) e dois,

guatro e seis grupos 2-hidroxietilo no caso do ibuprofeno (Figura 3.12).
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Figura 3.11 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos i6nicos
[(N 1 201 20H)2C6] [AcAla]z (6), [(N 20H 20H 20H)2Cs] [AcAla]2(13) e [(N 11 20n)2Cs] [AcAla]2
(10), todos a 0,2 mol% para o cetoprofeno.
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Figura 3.12 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos
liquidos i6nicos [(N 1 20H 20H)2Cs] [AcAla]z (6) e[(N 20H 20H 20H)2Cs] [AcAla]z
(13), ambos a 0,2 mol% para o ibuprofeno.

Para ambos os farmacos o nimero de grupos 2-hidroxietilo que aumentou mais o valor de
solubilidade foi de quatro, podendo ainda observar-se pelo gréfico referente ao cetoprofeno
(Figura 3.10) que a utilizacdo de dois grupos 2-hidroxietilo € a menos favoravel em termos de
solubilidade. Quando o liquido i6nico dicatidnico tem seis grupos 2-hidroxietilo formam-se muitas
pontes de hidrogénio entre o liquido ionico e a agua, o que pode impedir a interagdo farmaco-

liquido i6nico. 53]
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3.3.1.3. Efeito da alteracdo do aniéao

Apenas alterando o anido do liquido iénico é possivel ainda estudar o efeito deste no valor
de solubilidade. Foram estudados os anides bromo, acetil aminoacidos e &cidos carboxilicos
devido a ter sido reportado em varios estudos que estes dois Ultimos principalmente apresentam
valores de citotoxicidade favoraveis. [9[16]

Para o ibuprofeno foram estudados dois acetil aminoacidos, a acetil alanina e a acetil glicina,

e dois acidos carboxilicos, o &cido acético e o &cido butirico, como representado na Figura 3.13.
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Figura 3.13 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos i6nicos
[(N 1 20H 20H)2Cs] [ACGIy]2 (9), [(N 1 20H 20H)2Cs] [AcAla]2 (6) € [(N 1 20n 201)2Cs] [CH3CO2]2
(12),a0,2 e 0,3 mol% e o liquido i6nico [(N 1 201 201)2C6] [CH3CH2CH2C02]2(14) a 0,2 mol%,
todos para o ibuprofeno.

Desde logo € possivel concluir que, para ambas as percentagens molares, os &cidos
carboxilicos aumentam o valor da solubilidade consideravelmente em relacdo aos acetil

aminoécidos, sendo que a acetil alanina apresenta melhores resultados que a acetil glicina.

Para o cetoprofeno foi também estudado o anido bromo e acetil fenilalanina, para além dos

anteriores. Os resultados encontram-se representados nas figuras 3.14, 3.15 e 3.16.
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Figura 3.14 - Grafico referente aos valores de solubilidade em
mg/L dos liquidos i6nicos [N 16 20H 201] [CH3CO2] (18), [N 16
20H 20H] [AcAla] (8) e [N 16201 20H] Br (2), todos a 0,2 mol%
para o cetoprofeno.
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Figura 3.15 - Grafico referente aos valores de solubilidade em
mg/L dos liquidos i6nicos [(N 1 20m 201)2C10] [CH3CO2]2 (16),
[(N 1 20H 20K)2C10] [AcAla]z (17) e [(N 1 20H 20H)2C10] Brz2 (15),
todos a 0,2 mol% para o cetoprofeno.
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Figura 3.16 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos i6nicos
[(N 1201 20H)2Cs] Brz (1), [(N 120+ 201)2Cs] [AcPhe]2 (7) e [(N 120H 20H)2Cs] [CH3CH2CH2CO2]2
(14) a 0,2 mol% e [(N 1 20H 20H)2Cs] [ACGIly]2 (9), [(N 1 20+ 201)2Cs] [AcAla]z (6) e [(N 1 20H
20H)2C¢] [CH3CO2]2 (12) a 0,2 e 0,3 mol%, para o cetoprofeno.

Nos graficos acima onde se utilizou 0,2 mol% de liquido iénico, conclui-se que o anido bromo
ndo apresenta grandes resultados de solubilidade em comparacdo aos restantes anies, tanto
nos mono- como nos dicatiénicos. Observa-se novamente que os acidos carboxilicos
apresentam melhores resultados de solubilidade em relagdo aos acetil aminoacidos, sendo que
a acetil alanina apresenta melhores resultados que a acetil glicina e esta melhores que a acetil
fenilalanina. Ao comparar os dois &cidos carboxilicos na Figura 3.16, o acido butirico apresenta

um resultado superior ao acido acético, ao contrario do ibuprofeno.

3.3.1.4. Diferencas na solubilidade com a utilizac&o de liquidos i6nicos

mono- e dicationicos
Para estudar o efeito dos liquidos i6énicos mono- e dicatiénicos de maneira a ver quais
promovem mais a solubilidade, foi apenas utilizado o cetoprofeno. Os resultados encontram-se

representados na Figura 3.17, todos a 0,2 mol% de liquido idnico.
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Figura 3.17 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos iénicos
[(N 1 20 20H)2Cs6] Brz2 (1) € [N 1620+ 20H] Br (2), [(N 120+ 20H)2Cs] [AcAla]z (6) € [N 16 20H 20H]
[AcAla] (8) e [(N 120H 201)2Cs] [CH3CO2]2 (12) e [N 16 20H 201] [CH3CO2] (18), todos a 0,2
mol% para o cetoprofeno.

E possivel concluir que os liquidos i6nicos dicationicos apresentam valores de solubilidade

superiores aos monocationicos com a acetil alanina e o 4cido acético.

3.3.1.5. Efeito de diferentes concentracdes de liquido i6nico
De maneira a estudar qual seria a percentagem molar de liquido i6nico que mais aumentaria
a solubilidade do farmaco e se a diferenca seria significativa tendo em conta a citotoxicidade,
foram testadas varias percentagens molares de varios liquidos iénicos. Os resultados do

cetoprofeno encontram-se representados nas figuras 3.18 e 3.19.
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Figura 3.18 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos i6nicos [(N 1 20H
20H)2Ce] [AcAla]2 (6) a 0,1, 0,2 e 0,3 mol%, [(N 1 20n 201)2C¢] [AcGly]2 (9) a 0,2 e 0,3 mol%, [(N 1 20H
20H)2C¢] [CH3CO2]2 (12) a 0,1, 0,2 € 0,3 mol% e [(N 1 20+ 20H)2Cs] [CH3CH2CH2CO2]2 (14) a 0,05, 0,1
e 0,2 mol%, todos para o cetoprofeno. As diferencgas estatisticas encontram-se representadas pelos
simbolos **, *** @ **** que correspondem a p = 0,0029, p = 0,0006 e p < 0,0001, respetivamente.
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Figura 3.19 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos iénicos [(N
120+ 20H)2C10] [CH3CO2]2 (16) a 0,2 € 0,3 mol% e [(N 1 20H 201)2C20C2] [CH3CO2]2 (21) e [(N
1 20+ 20H)2C4] [CH3CO2]2 (22) a 0,3 e 0,4 mol% todos para o cetoprofeno. As diferengas
estatisticas encontram-se representadas pelos simbolos ** e **** que correspondem a p =
0.0045 e p < 0.0001. respetivamente.

Conclui-se que existe sempre um aumento do valor de solubilidade com o aumento da

citotoxicidade.

percentagem molar de liquido iénico, com especial incidéncia nos liquidos i6nicos 12, 14, 16, 21
e 22. Nos casos em que a diferengca entre percentagens molares ndo é muito significativa

(liquidos i6nicos 6 e 9) a escolha da percentagem ideal deve ter em conta o valor da

Os resultados para o ibuprofeno encontram-se representados nas figuras 3.20 e 3.21.
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Figura 3.20 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos iénicos [(N
120H 20H)2Ce] [ACGly]2 (9) a 0,2 e 0,3 mol%, [(N 120+ 201)2Cs] [AcAla]2 (6) a 0,2 e 0,3 mol% e
[(N 1 20H 20H)2Cs] [CH3CO2]2 (12), todos para o ibuprofeno. As diferencas estatisticas
encontram-se representadas pelo simbolo **** que corresponde a p < 0,0001.
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Figura 3.21 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L dos liquidos i6nicos
[(N 1 20H 20H)2C10] [CH3CO2]2 (16) a 0,2 € 0,3 mol% e [(N 1 20H 20H)2C20C2] [CH3CO2]2 (21)
€ [(N 120H 20H)2C4] [CH3CO2]2 (22) a 0,3 e 0,4 mol%, todos para o ibuprofeno. As diferencas
estatisticas encontram-se representadas pelo simbolo **** que corresponde a p < 0,0001.

A excecdo do liquido idnico 9, todos 0s outros apresentaram um aumento no valor de
solubilidade com o aumento da percentagem molar de liquido iénico, tal como observado para o
cetoprofeno. Estas diferengas entre percentagens molares ndo séo tdo significativas para o
ibuprofeno como para o cetoprofeno. Isto é justificado pelo que ja foi visto anteriormente de que
os liquidos iénicos geralmente ndo tém uma capacidade tdo grande para aumentar a solubilidade
deste farmaco como tém para o cetoprofeno.

3.3.1.6. Efeito da variagdo do tempo de agitacéo e temperatura

Por fim, de maneira a entender se as 24h sob agitacdo e temperatura (37°C) seriam
necessarias para obter o maior valor possivel de solubilidade do farmaco, foram feitos estudos
para avaliar o efeito do tempo, variando-o entre cinco e trinta minutos. Apds preparadas as
solucdes estas foram deixadas sob agitacdo e temperatura (37°C) durante o tempo
correspondente.

Foram estudados os liquidos iénicos 12 e 16 para ambos os farmacos, a diferentes percentagens
molares, uma vez que foram estes os que apresentaram melhores resultados. Os resultados

para o cetoprofeno encontram-se representados nas figuras 3.22 e 3.23.
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[(N 1 20H 20H)2C6] [CH3CO2]2 0,1 mol%
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Figura 3.22 - Grafico referente aos valores de solubilidade em
mg/L ap6s 5 minutos e 24 horas do liquido i6nico [(N 1 20H
20H)2Cs] [CH3CO2]2 (12) a 0,1 mol% para o cetoprofeno.
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Figura 3.23 - Gréfico referente aos valores de solubilidade em mg/L apos 30 minutos
e 24 horas dos liquidos i6nicos [(N 1 20m 20H)2Cs] [CH3COz2]2 (12) e [(N 1 20H 20H)2C10]
[CH3CO2]2 (16), ambos a 0,3 mol% para o cetoprofeno. As diferencas estatisticas
encontram-se representadas pelos simbolos ** e *** que correspondem a p = 0,0038
e p = 0,0006, respetivamente.
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Pela observacédo da Figura 3.22 é possivel observar que a solubilidade obtida apenas com
cinco minutos de agitacao e temperatura a 37°C do liquido i6nico 12 é consideravelmente alta
guando comparada as 24 horas. O mesmo acontece com este liquido iénico a 0,3 mol% (Figura
3.23) e o liquido i6nico 16 a mesma percentagem molar (Figura 3.23), ambos com 30 minutos
de agitacdo e temperatura a 37°C.

Os resultados com o ibuprofeno encontram-se representados nas figuras 3.24, 3.25 e 3.26.

[(N 1 20H 20H)2C10] [CH3CO2]2 0,3 mol%
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Figura 3.24 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L apés 5
minutos, 30 minutos e 24 horas do liquido i6nico [(N 1 20H 20H)2C10]
[CH3CO2]2 (16) a 0,3 mol% para o ibuprofeno.
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Figura 3.25 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L apds
5 minutos e 24 horas do liquido iénico [(N 1 20H 201)2Cs] [CH3CO2]2 (12) a
0,1 mol% para o ibuprofeno.
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Figura 3.26 - Grafico referente aos valores de solubilidade em mg/L apds
5 minutos do liquido i6nico [(N 1 20H 201)2Cé] [CH3CO2]2 (12) a 0,05 e 0,1
mol% para o ibuprofeno.

Em relacdo ao ibuprofeno € ainda mais evidente a proximidade entre os valores de
solubilidade a cinco e 30 minutos e os de 24 horas. O facto de certos valores estarem superiores
com menor tempo de agitagdo pode dever-se a erros de operador. Pela Figura 3.26 é ainda
possivel observar que com metade da percentagem molar de liquido i6nico (0,05 mol% em
relagdo a 0,1 mol%) o valor da solubilidade desce. Ao fim de cinco minutos com apenas 0,05
mol% do liquido iénico 12, o valor de solubilidade obtido é superior ao valor da dose méxima de
ibuprofeno que um adulto pode tomar de 8 em 8h, 600 mg. >4 Isto demonstra que estes liquidos
idnicos promovem uma boa solubilidade do ibuprofeno, mesmo na presengca de uma baixa

percentagem molar de liquido i6nico e em apenas cinco minutos.

3.3.1.7. Os melhores resultados de solubilidade

O cetoprofeno apresentou para todos os liquidos idnicos, maior aumento da solubilidade em
comparagéo com o ibuprofeno. Os liquidos i6nicos 12, 14, 16, 21 e 22 apresentaram, para ambos
os farmacos, bons resultados de solubilidade (Figura 3.5 e 3.6).

No caso do cetoprofeno, com o liquido i6nico 12 a 0,3 mol% foi possivel dissolver
praticamente todo o farmaco colocado em soluc¢éo, havendo um aumento da solubilidade de
cerca de 53 vezes em relacao ao valor de solubilidade sem liquido i6nico. Esta dissolu¢édo quase
completa dos 20 mg de farmaco colocados em solucao foi também possivel com o liquido i6nico
16 & mesma percentagem molar e com os liquidos iénicos 21 e 22 a 0,4 mol% (Figura 3.5).

Para o ibuprofeno, apesar do aumento ndo ser tdo evidente como no cetoprofeno, com o
liquido idnico 21 a 0,4 mol% a solubilidade em relagédo ao que foi determinado experimentalmente
sem liquido ionico foi cerca de 46 vezes superior (Figura 3.6). Se compararmos a mesma
percentagem molar do melhor liquido ibnico com o que apresentou piores resultados, podemos
ver diferencas relevantes. No caso do cetoprofeno, esta comparagéo encontra-se representada

na Figura 3.27 e do ibuprofeno na Figura 3.28.
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Figura 3.27 Grafico referente aos valores de

solubilidade em mg/L dos liquidos iénicos [(N 1 20H
20H)2C6] [CH3CO2]2 (12) e [(N 11 20n)2C4] Brz (4), ambos
a 0,2 mol% para o cetoprofeno.
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Figura 3.28 - Grafico referente aos valores de solubilidade em
mg/L dos liquidos i6nicos [(N 1 20H 201)2C20C2] [CH3COz)2 (21)
e [(N 1 20n 201)2C6] [AcGly]2 (9), ambos a 0,3 mol% para o

ibuprofeno.

Liquido i6nico

Pode ver-se que entre o liquido i6nico que apresentou melhores resultados e o que

apresentou piores, houve um aumento de cerca de 29 vezes no caso do cetoprofeno e 8 no caso

do ibuprofeno. Para ambos os farmacos, os liquidos i6nicos que apresentaram melhores
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resultados tém quatro grupos 2-hidroxietilo, possuem o acido acético como anido e sédo

dicatioénicos.

As interacBes entre farmaco e liquido iénico podem justificar os aumentos de solubilidade

observados. Para o melhor liquido iénico estudado (IL 12 ([(N 1 20H 20H)2Ce] [CH3CO2]2)), foram
preparadas duas amostras do liquido iénico a 0,3 mol% em DMSO-ds, uma com o cetoprofeno e

outra com o ibuprofeno, de maneira a perceber a interacdo farmaco-liquido iénico com recurso a

experiéncia 2D 'H-'H NOESY. Os espetros obtidos para esta experiéncia encontram-se

representados nas figuras 3.29 e 3.30.
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Figura 3.29 - Espetro 2D *H-'H NOESY do cetoprofeno com o liquido iénico 12 ([(N 1 20+ 20+)2Cs] [CH3CO2]2)

a 0,3 mol% em DMSO-ds.
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Figura 3.30 - Espetro 2D 'H-'H NOESY do ibuprofeno com o liquido iénico 12 ([(N 1 20+ 201)2Cs] [CH3CO2]2)
a 0,3 mol% em DMSO-ds.

E possivel observar que o OH do cetoprofeno a & 12.46 ppm e o OH a & 6.92 ppm do liquido
ibnico desapareceram, como se pode observar comparando as figuras A.70, A.71 e A.74 em
anexo. E também possivel observar uma interacdo entre os grupos protdes do grupo 2-
hidroxietilo ligados ao azoto a 6 3.37 ppm e o grupo metil do cetoprofeno a & 1.31 ppm.

E possivel perceber que o OH do ibuprofeno a & 12.24 ppm e o OH do liquido i6nico a & 6.92
ppm desapareceram, como se pode observar nas figuras A.72, A.73 e A.74 em anexo. E também
possivel observar uma interagcdo entre os grupos metil dos aniées do liquido iénico a & 1.77 ppm
e os grupos metil do ibuprofeno a 6 0.89 ppm.

Estas interac¢des justificam o aumento da solubilidade de ambos os farmacos quando estéo

na presenca do liquido i6nico 12.

3.3.2. Permeabilidade

A permeabilidade do cetoprofeno foi estudada na presenca e auséncia do liquido iénico 12
([(N 1 20H 20H)2Cs] [CH3CO2]2). Em ambos os casos, ndo houve alteracédo do valor da absorvancia
ao longo do tempo nem em relagdo a t = 0, 0 que significa que ndo se observou nada no
compartimento recetor, nao havendo assim difusédo do farmaco através da membrana PES-U. O
facto disto acontecer com a utilizagcéo deste liquido iénico pode dever-se ao facto deste ser uma

molécula grande por ser dicatiénico.
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3.4. Citotoxicidade

ApOs observacdo dos resultados de solubilidade de todos os liquidos i6nicos, foram
escolhidos para ser feito o estudo da sua citotoxicidade os liquidos iénicos 1, 6, 7, 8, 9, 12, 13,
14, 16, 18, 21 e 22. Ap6s otimizacao das concentracdes de liquido idnico a utilizar, as escolhidas
foram 25, 50, 75, 100, 150, 250, 350, 500 e 750 mM. Os resultados foram tratados no programa
GraphPad e os graficos dos liquidos iénicos que ndo se demonstraram toxicos encontram-se
representados na Figura 3.31. Os valores de ICso determinados para todos os liquidos iGnicos

encontram-se representados na Tabela 3.3.
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Figura 3.31 - Citotoxicidade dos liquidos iénicos 1, 6, 9, 12, 13, 16, 21 e 22 em células de fibroblastos de

L929. Os resultados estdo expressos como a média + desvio padrdo de trés ensaios bioldgicos
independentes. Os simbolos *, **, *** @ **** [ndicam que as viabilidades séo estatisticamente significantes

com p = 0.0468 (0,0138 para o IL12), p = 0.0035 (0,0054 para o IL12), p = 0.0005 e p = 0.0001,
respetivamente, quando comparados com o controlo.
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Tabela 3.3 - Valores de ICso determinados e respetivos liquidos idnicos.

Liguido i6nico ICs0 (MM)
[(N 1 20n 201)2Cs] Br2 (1) 126,6 + 6,50
[(N 1200 201)2Cs] [AcAla]2 (6) 119,8 + 11,5
[(N 1201 201)2Cs] [ACGly]2 (9) 146,4 + 18,4
[(N 1 20n 201)2Cs] [CH3CO2]2 (12) 138,5 + 13,0
[(N 201 201 201)2C6] [AcAlaz (13) 140,2 + 11,6
[(N 1 20H 201)2C10] [CH3CO2]2 (16) 124,6 £ 9,70
[(N 1201 201)2C20C2] [CH3CO2]2 (21) 223,8 +23,3
[(N 1 20n 201)2C4] [CH3CO2]2 (22) 238,4 + 20,5
[(N 1 20H 201)2Cs] [AcPhe]z (7) 32,40
[N 16201 201] [AcAla] (8) 26,30
[(N 120H 20H)2C6] [CH3CH2CH2CO2]2 (14) 7,400
[N 1620+ 20H] [CH3CO2] (18) 24,20

Pela observacdo da Tabela 3.3 podemos concluir que os liquidos ionicos 7, 8, 14 e 18
apresentaram valores de ICso baixos em relacdo aos restantes, sendo assim considerados mais
téxicos. Estes liquidos iénicos perderam assim interesse para o trabalho em questéo e ndo foram
alvo de trés ensaios biolégicos como os anteriores (1, 6, 9, 12, 13, 16, 21, 22). O liquido i6nico
14 que tinha apresentado valores de solubilidade altos (o mais alto a 0,1 e 0,2 mol% para o
cetoprofeno e o segundo mais alto a 0,2 mol% para o ibuprofeno) revelou-se um liquido i6nico
sem vantagens, dando assim lugar ao liquido i6nico 12 que apresenta valores altos de
solubilidade e um valor de I1Cso favoravel.

Ambos os liquidos i6nicos monocatidnicos testados (8 e 18) revelaram-se téxicos. Ao
comparar o liquido i6nico 8 (monocatiénico) com o 6 (dicatidnico) e o liquido iénico 18
(monocatiénico) com o 12 (dicatiénico), em que a cadeia alquilica, o nGmero de grupos 2-
hidroxietilo e o0 anido sdo iguais, apenas muda o facto de serem mono- ou dicatiénicos, conclui-
se que os liquidos iénicos dicatidénicos sdo mais adequados ao estudo feito nesta dissertacdo, o
gue vai de encontro ao reportado na literatura. 59 Este resultado também é apoiado pelo facto
dos liquidos iénicos dicationicos fornecerem maiores aumentos no valor de solubilidade dos
farmacos como visto em 3.3.1.4. Quanto ao liquido iénico 7, que possui a acetil fenilalanina como
anido, para além de téxico ndo obteve resultados relevantes de solubilidade, podendo assim ser
retirado dos liquidos i6nicos importantes para o objetivo do trabalho.

Ao comparar os liquidos ionicos 12 (linker de seis carbonos), 16 (linker de dez carbonos), 21
(linker com um grupo éter) e 22 (linker de quatro carbonos) conclui-se que o liquido i6nico que

apresenta o ICsp mais alto (menos téxico) corresponde ao linker mais pequeno (quatro carbonos),
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seguindo-se o liquido iébnico com o grupo éter, depois o com o linker de seis carbonos e por fim
0 de dez carbonos. Ou seja, o aumento do linker do catido faz aumentar a citotoxicidade do
liquido ionico.

Em relacdo ao numero de grupos 2-hidroxietilo, pode concluir-se por comparacdo dos
liquidos ionicos 6 (quatro grupos) e 13 (seis grupos) que ha uma diminui¢cdo na citotoxicidade
guando usado o liquido iénico que possui maior nimero de grupos, o liquido iénico 13, mas a
diferenca néo é significativa.

Quanto aos anides utilizados, o bromo (liquido i6nico 1) e os acetil aminoacidos (liquidos
iGnicos 6, 7 e 9) deram bons resultados de ICso a excec¢éo da acetil fenilalanina (liquido iénico 7)
como visto anteriormente. Em relagdo aos acidos carboxilicos, acido acético (liquido i6nico 12)
e acido butirico (liquido i6nico 14), o acido acético é claramente mais benéfico, apresentando o
liguido i6nico com este anido um valor de ICso cerca de 19 vezes superior ao liquido idnico com

0 acido butirico.
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4. Conclusdes

O objetivo desta dissertacdo prendeu-se na melhoria da solubilidade dos farmacos de classe
I, cetoprofeno e ibuprofeno, com recurso a liquidos idnicos sintetizados como co-solvente que
fossem biocompativeis. A solubilidade dos farmacos em agua a 37°C foi determinada
experimentalmente de onde resultou um valor de solubilidade de 187,63 mg/L para o cetoprofeno
e 60,44 mg/L para o ibuprofeno.

Os liquidos i6nicos que resultaram no maior beneficio em termos de solubilidade e que ndo
apresentaram niveis de citotoxicidade elevados foram o0 12 ([(N 1 20H 20H)2Cs] [CH3CO2]2) € 0 21
([(N 120H201)2C20C2] [CH3COz2]2). O cetoprofeno apresentou um valor de solubilidade de 9901,38
mg/L na presenca de 0,3 mol% do liquido iénico 12 (53 vezes maior que a do farmaco sozinho
em 4gua), o que significou uma dissolucao praticamente completa da quantidade de farmaco em
solucdo. Em termos de citotoxicidade apresentou um valor de ICso de 138,5 mM, que
corresponde aos 0.3 mol% aproximadamente. Para o ibuprofeno este liquido iénico resultou
numa solubilidade de 2286,86 mg/L a 0,3 mol%, significando um aumento de cerca de 38 vezes
em relacdo a solubilidade do farmaco na auséncia de liquido iénico. Nos estudos do coeficiente
de particéo, este liquido i6nico conseguiu promover a hidrofilicidade necessaria com ambos os
farmacos, colocando os seus log P dentro do intervalo desejado de 0 e 3. O liquido i6nico 21 a
0,4 mol% promoveu um aumento de cerca de 50 vezes da solubilidade do cetoprofeno (9276,25
mg/L) e 46 vezes do ibuprofeno (2788,65 mg/L). Em relacdo a citotoxicidade, apresentou um ICsp
de 223,8 mM, correspondendo aproximadamente aos 0,4 mol% em solucdo. Esta diminuicio na
citotoxicidade deve-se a introdug&o do grupo éter na cadeia alquilica do catido, como reportado
na literatura. (561

Os liquidos i6nicos que possuem uma cadeia alquilica de seis e dez carbonos apresentaram
melhores resultados de solubilidade para o cetoprofeno que os liquidos i6nicos que possuem um
grupo éter ou uma cadeia alquilica de quatro carbonos, para a mesma percentagem molar.

Os liquidos i6nicos que possuem quatro grupos 2-hidroxietilo apresentaram um maior
aumento da solubilidade dos farmacos que os liquidos idnicos que possuem dois ou seis grupos
2-hidroxietilo.

Os anides que mais favoreceram o aumento da solubilidade dos farmacos foram os acidos
carboxilicos, seguidos dos acetil aminoacidos e por fim o bromo.

Os liquidos i6nicos dicatidnicos apresentaram sempre melhores resultados de solubilidade
gue os liquidos idnicos monocatidnicos, estando este resultado de acordo com o reportado na
literatura. 120

Quando estudada a percentagem molar do liquido iénico, quanto maior esta €, maior o valor
de solubilidade. No entanto, esta deve ter em conta o valor de citotoxicidade do liquido i6nico.

Ao fazer os estudos solubilidade de cinco e trinta minutos, este espaco de tempo revelou
valores idénticos de solubilidade aos valores obtidos quando a solu¢éo de farmaco, liquido iénico

e agua é deixada a agitar 24h. O liquido iénico 12 apresentou ainda um valor de solubilidade do
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ibuprofeno superior a 600 mg/L, quando presente numa concentracdo de 0,05 mol% aos cinco
minutos, sendo 600 mg a dose recomendada deste farmaco para um adulto de 8 em 8h. 54

De maneira a determinar a toxicidade e o valor de ICso dos liquidos i6nicos que obtiveram
melhores resultados de solubilidade, foram feitos testes de viabilidade em células de fibroblastos
L929.

Os liquidos i6nicos monocatiénicos, assim como os liquidos iénicos dicatinicos com o acido
butirico ou a acetil fenilalanina como aniéo revelaram-se téxicos. O acido butirico, devido a sua
cadeia alquilica longa era expectavel que fizesse aumentar a citotoxicidade do liquido iénico,
como ja tem vindo a ser reportado na literatura. 871 A acetil fenilalanina devido ao seu grupo
aromatico também era esperado que aumentasse a citotoxicidade em relagdo aos outros acetil
aminoAcidos. 8 Na generalidade os liquidos i6nicos dicatidnicos apresentaram menor toxicidade
gue os monocatiénicos, indo de encontro ao reportado. [

O aumento da cadeia alquilica do catido dos liquidos iénicos promoveu um aumento na
citotoxicidade enquanto que o aumento do nimero de grupos 2-hidroxietilo promoveu uma
diminuicdo nesta.

Como anido, o bromo, os acetil aminoacidos (a exce¢do da acetil fenilalanina) e o acido
acético originaram bons resultados no valor de ICso, de acordo com o reportado na literatura. [
124]

Foram realizados testes de permeabilidade com o cetoprofeno na presenca e auséncia do
liquido i6nico 12 ([(N 1 20H 201)2Cs] [CH3CO2]2), 0s quais ndo demonstraram difusdo do farmaco
através da membrana PES-U, podendo dever-se ao facto deste liquido i6nico dicatiénico ser uma
molécula grande.

Devido ao aspeto ceroso de alguns compostos sintetizados, foram realizados ensaios de
Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC) aos compostos 6, 12, 13, 16, 18 e 22, de maneira
a determinar os seus pontos de fusdo. Trés compostos, nomeadamente o 6
([(N 1 20H 20H)2Cs] [AcAla]2), 0 13 ([(N 20H 20H 20K)2Cs] [AcAla]2) € 0 22 ([(N 1 20H 20H)2C4] [CH3CO2]2)
apresentaram temperaturas de fusdo superiores a 100°C, ndo podendo assim ser considerados
liquidos i6nicos e ndo correspondendo por isso ao objetivo principal desta tese.

Em suma, o objetivo proposto para esta dissertagéo foi atingido. Utilizando os liquidos idnicos
12 ([(N 1 20H 20H)2C6] [CH3CO2]2) € 21 ([(N 1 20H 20K)2C20C2] [CH3CO2]2) como co-solvente foi
possivel aumentar consideravelmente a solubilidade dos farmacos em agua, deslocando-os para

a classe | do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (alta solubilidade e alta permeabilidade).
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5.

Trabalho Futuro

Futuramente seria importante fazer um estudo mais alargado da influéncia da utilizacédo
de certos grupos nas moléculas dos liquidos i6nicos de maneira a promover a solubilidade
dos farmacos cetoprofeno e ibuprofeno com menores concentra¢des de liquido idnico. Este
estudo poderia passar por: liquidos i6nicos dicationicos, catibes com quatro grupos 2-
hidroxietilo, com um linker de seis carbonos e com &cidos carboxilicos como anido. Devido
aos resultados de citotoxicidade e solubilidade do liquido iGnico
[(N 1 20H 20H)2C20C>] [CH3CO2]2 (21) seria também importante estudar melhor a introducao
do grupo éter na cadeia alquilica do catido.

Seria também importante estudar a solubilidade destes liquidos iénicos em meios

fisiolégicos como o tampao fosfato salino (PBS).
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Figura 0.1 - [(N 1 20H 20H)2Cs] Br2. Dibrometo de N, N’ — dimetil —
N,N,N’,N’ — tetra(2 — hidroxietil) — 1,6 — hexanodiaménio (1)
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Figura 0.3 - [(N 1 1 20H)2Cs] Brz. Dibrometo de N,N’' —di(2 —
hidroxietil) — N,N,N’, N’ — tetrametil — 1,6 — hexanodiamoénio (3)

Figura 0.4 - [(N 1 1 20n)2C4] Brz2. Dibrometode N,N’' —di(2 —
hidroxietil) — N,N,N’, N’ — tetrametil — 1,4 — butanodiamoénio (4)
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Figura 0.5 - [(N 20+ 20H 20H)2Cé] Br2. Dibrometo de N,N,N,N’,N’,N’ —
hexa(2 — hidroxietil) — 1,6 — hexanodiamoénio (5)
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Figura 0.6 - [(N 1 20H 20H)2Ce] [AcAlal.. Diacetilalalinato de N, N’ —

dimetil — N,N,N’, N’ — tetra(2 — hidroxietil) — 1,6 — hexanodiaménio (6)
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Figura 0.7 - [(N 1 20n 20H)2Cs] [ACPhe]z. Diacetilfenilalalinato de N,N’ —
dimetil — N,N,N’, N’ — tetra(2 — hidroxietil) — 1,6 — hexanodiamoénio (7)
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Figura 0.8 - [Nis2oH2(0m)][ACAla). Acetilalalinato de N,N —
di(2 — hidroxietil) — N — metil — 1 — hexanoamoénio (8)

I OH
[ AN
HO\/@\)N/\/\/\/g
2 OH
0
S e A o®
Y’ Y

Figura 0.9 - [(N 1 201 20n)2Cs] [AcGlyle. Diacetilglicinato de N,N’ —
dimetil — N,N,N’, N’ — tetra(2 — hidroxietil) — 1,6 — hexanodiamonio (9)
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Figura 0.10 - [(N 1120H)2Cs] [AcAla]z. Diacetilalalinato de N,N’ — di(2 —
hidroxietil) — N,N,N’,N’ — tetrametil — 1,6 — hexanodiaménio (10)

Figura 0.11 - [(N 1120K)2C4] [AcAla)2. Diacetilalalinato de N,N’ — di(2 —
hidroxietil) — N,N,N’, N’ — tetrametil — 1,4 — butanodiamoénio (11)
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Figura 0.12 - [(N 120H 20H)2C6] [CH3COz2]2. Diacetato de N, N’ — dimetil —
N,N,N’,N’ — tetra(2 — hidroxietil) — 1,6 — hexanodiaménio (12)
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Figura 0.13 - [(N 20H 20H 20H)2Ce) [AcAla]z.

Diacetilalalinato de N,N,N,N’'N,’N,’ — hexa(2 — hidroxietil) — 1,6 —
hexanodiamoénio (13)
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Figura 0.14 - [(N 1 20n 20H)2Cs] [CH3CH2CH2COz2]2. Dibutanoato de N,N’ —
dimetil — N,N,N’, N’ — tetra(2 — hidroxietil) — 1,6 — hexanodiamoénio (14)
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Figura 0.15 - [(N 1 20H 20H)2C10] Brz2. Dibrometo de N, N’ — dimetil —
N,N,N’,N’ — tetra(2 — hidroxietil) — 1,10 — decanodiaménio (15)
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Figura 0.16 - [(N 1 201 20H)2C10] [CH3CO2]2. Diacetato de N,N’ —
dimetil — N,N,N’, N’ — tetra(2 — hidroxietil) — 1,10 —
decanodiaménio (16)

Figura 0.17 - [(N 1 20H 20H)2C10] [AcAla).. Diacetilalalinato de N, N’ — dimetil —
N,N,N’,N’ — tetra(2 — hidroxietil) — 1,10 — decanodiaménio (17)
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Figura 0.18 — [Nie2(oH)2(0m)][CH3CO2]. Acetato de N,N —
di(2 — hidroxietil) — N — metil — 1 — hexanoaménio (18)
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Figura 0.19 - [(N 1 20H 20H)2C20Cz2] Brz2. Dibrometo de N,N' — dimetil —
N,N,N’,N’ — tetra(2 — hidroxietil) — dietiletéramonio (19)
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Figura 0.20 - [(N 120+ 20H)2C4] Brz. Dibrometo de N, N’ — dimetil —
N,N,N’, N’ — tetra(2 — hidroxietil) — 1,4 — butanodiaménio (20)
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Figura 0.21 - [(N 1 20n 20H)2C20C2] [CH3COz]2. Diacetato de N,N' —
dimetil — N,N,N',N' — tetra (2 — hidroxietil) — dietiletéraménio (21)
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Figura 0.22 - [(N 1 20H 20H)2C4] [CH3CO2]2. Diacetato de N, N’ — dimetil —
N,N,N’, N’ — tetra(2 — hidroxietil) — 1,4 — butanodiaménio (22)
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Figura 0.23 - Reta de calibracéo do cetoprofeno para os ensaios
do coeficiente de particéo e log P.
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Figura 0.24 - Reta de calibracédo do ibuprofeno para os ensaios
do coeficiente de particéo e log P.
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Figura 0.25 - Reta de calibracdo do cetoprofeno para os ensaios
de solubilidade.
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Reta de calibracao solubilidade ibuprofeno
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Figura 0.26 - Reta de calibracdo do ibuprofeno para os ensaios
de solubilidade.
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Figura 0.27 - Reta de calibracao do cetoprofeno para os ensaios
de permeabilidade.
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Figura 0.29 - Espetro 3C RMN do liquido i6nico [N 1620+ 20H] Br (2) em D20.
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Figura 0.30 - Espetro *H RMN do liquido iénico [(N 11 20+)2Cs] Br2 (3) em D20.

R
pnm

Al nll =n 2 v nll s Sh -4 52 & 410 &b 4s a4 £ an k- e HES n i .- e s 20
1t (gpin]

Figura 0.31 - Espetro 3C RMN do liquido iénico [(N 1 120H)2Cs] Brz (3) em D20.
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Figura 0.32 - Espetro *H RMN do liquido iénico [(N 11 20+)2C4] Br2 (4) em D20.
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Figura 0.34 - Espetro *H RMN do liquido i6nico [(N 1201 201)2Cs] [AcAla]2 (6) em D20.
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2% LI 3 83 332838 Bl &
Il 1 [ NEA N I L11000
r
\I [~10000
| r
| [ ] ,
7 f Fagoo
| | I |- f
| | | / . / I
. [ | f
{ | | / I
J 7 / A J J 8000
5 i
OH
7 6 1 2 N L
@N
Ho\/@'jl 2 2 %8 7000
8 27 2 1 s!
3 8 oH B 3 6000
4, N 89 . HN/LOB
5000
SH=Y8 sy oy
10 10 10 10
10 10 1 10 4000
L] 10 ‘3
5 F3000
4 7
W‘ |’ r‘ 2000
‘ ‘H ‘|‘ | 1000
6 2 I
i A JJL? L UL ML
|
L UL U,
. T i e a e alE o
B = - 2.2 13 o = 1000
: T : : T : : T : : i :
75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5
1 (ppm)

Figura 0.36 - Espetro *H RMN do liquido i6nico [(N 1 20H 201)2Cs] [AcPhe]2 (7) em D20.
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Figura 0.38 - Espetro 'H RMN do liquido i6nico [N 1620+ 20H] [AcAla] (8) em D20.
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Figura 0.39 - Espetro 3C RMN do liquido iénico [N 16 201 201] [AcAla] (8) em D20.
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Figura 0.40 - Espetro *H RMN do liquido i6nico [(N 1 201 201)2Cs] [AcGly]2 (9) em D20.
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Figura 0.41 - Espetro 3C RMN do liquido i6nico [(N 120+ 201)2Cs] [AcGly]2 (9) em D20.
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Figura 0.42 - Espetro *H RMN do liquido iénico [(N 11 201)2Cs] [AcAla]z (10) em D20.
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Figura 0.43 - Espetro *C RMN do liquido iénico [(N 11 201)2Cs] [AcAla]2 (10) em D20.
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Figura 0.44 - Espetro *H RMN do liquido i6nico [(N 11 20H)2Ca] [AcAla]z (11) em D20.
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Figura 0.47 - Espetro 3C RMN do liquido iénico [(N 1 20+ 201)2Cs] [CH3COz2]2 (12) em D20.
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Figura 0.53 - Espetro 3C RMN do liquido iénico [(N 1 20+ 20H)2C10] Brz (15) em D20.
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Figura 0.56 - Espetro *H RMN do liquido i6nico [(N 120H 201)2C10] [AcAla]z (17) em D20.
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Figura 0.60 - Espetro *H RMN do liquido i6nico [(N 120+ 201)2C20C2] Br2 (19) em D20.
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Figura 0.61 - Espetro 13C RMN do liquido iénico [(N 1 20 201)2C20C>] Br2 (19) em D20.
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Figura 0.65 - Espetro *C RMN do liquido i6nico [(N 1 20H 20H)2C20C2] [CH3COz2]2 (21) em
D20.
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Figura 0.66 - Espetro 'H RMN do liquido i6nico [(N 120H 201)2C4] [CH3CO2]2 (22) em D20.
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Figura 0.67 - Espetro 3C RMN do liquido iénico [(N 1 20H 201)2C4] [CH3COz2]2 (22) em D20.
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Figura 0.68 - Espetro 'H RMN da N-acetil alanina em D20.
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Figura 0.69 - Espetro 'H RMN da N-acetil fenilalanina em DMSO-ds.
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Figura 0.70 - Espetro *H RMN do cetoprofeno em DMSO-de.
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Figura 0.71 - Espetro 'H RMN do cetoprofeno com o liquido iénico
[(N 1 20H 20H)2Cs] [CH3CO2]2 (12) em DMSO-de.
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Figura 0.72 - Espetro 'H RMN do ibuprofeno em DMSO-ds.
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Figura 0.73 - Espetro 'H RMN do ibuprofeno com o liquido iénico
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Figura 0.74 - Espetro *H RMN do liquido i6nico [(N 1 20H 201)2Cs] [CH3CO2]2 (12) em DMSO-ds.
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