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RESUMO

INTERAGAO ENTRE LIQUIDOS IONICOS E OXIDOS DE TITANIO
E SILICIO UTILIZANDO RESSONANCIA PLASMONICA DE
SUPERFICIE

AUTOR: Vithoria Eliza Priebe
ORIENTADOR: Clarissa Piccinin Frizzo

Este trabalho apresenta o estudo da interagcéo entre liquidos ibnicos com
ingredientes farmacologicamente ativos (LI-IFAs) ibuprofenato de bupvacaina
[BUP][IBU] e difenidramina [DIF][IBU] e o diibuprofenato de 1,8-
bis(3metilimidazol-1-il)-octano [BisOct(MIM)2][2I1BU] com superficies de TiO2 e
SiO2. Essa interagéo foi determinada utilizando a Ressonancia Plasmonica de
Superficie (SPR) e quantificada pela obtencdo dos valores da constante de
dissociacdo (Kp). Os resultados mostraram que os LI-IFAs apresentaram maior
afinidade pela superficie do SiO2. A maior afinidade dos LI-IFAs pelo SiO2 pode
ser explicada pela superficie irregular do SiO2 e pela maior eletronegatividade
do Si. O [DIF][IBU] interagiu mais fortemente que o [BisOct(MIM)2][2IBU] tanto
com SiO2 quanto com TiO2. A maior afinidade do [DIF][IBU] pode ser explicada
pelas interacdes ionicas mais efetivas devido a maior concentracdo de carga
carga em relacao ao [BisOct(MIM)2][2IBU]. Os resultados de Kp para [BUP][IBU]
nao foram comparados uma vez que a condi¢ao de equilibrio para determinacdo

do Kp néo foi alcangada com o SiO2.

Palavras-chave: Liquidos I16nicos com Ingredientes Farmacologicamente Ativos.
Ressonancia Plasmonica De Superficie. Constante de Dissociacao.



ABSTRACT

IONIC LIQUIDS INTERACTION WITH TITANIUM AND SILICON
OXIDES USING SURFACE PLASMON RESONANCE

AUTHOR: Vithoria Eliza Priebe
ADVISOR: Clarissa Piccinin Frizzo

This work presents the interactions between ionic-liquid-based active
pharmaceutical ingredients (IL-APIs) bupivacaine ibuprofenate [BUP][IBU], 1,8-
bis(3-methylimidazolium-1-yl) octane ibuprofenate [BisOct(MIM)z][2IBU],
diphenhydraminium ibuprofenate [DIP][IBU] with TiO2 and SiO2 surfaces. This
interaction was specified using Surface Plasmon Resonance (SPR) and
quantified through the obtaining values of Dissociation Constante (Kp). The
results showed LI-IFAs have higher affinity with SiO2 surface. The higher affinity
of LI-IFAs for SiO2 can be explained by the irregular surface of SiO2 and the
higher electronegativity of Si. [DIF][IBU] interacts more strongly with both SiO2
and TiOz surfaces. The higher affinity of [DIF][IBU] can be explained by the more
effective interactions due to the higher charge concentration compared to
[BisOct(MIM)2][2IBU]. Kb results for [BUP][IBU] were not compared as the

equilibrium condition for Kp determination was not achieved with SiO2.

Key words: lonic-Liquid-Based Active Pharmaceutical Ingredients. Surface

Plasmon Resonance. Dissociation Constant.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS
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Liquidos ibnicos (LIs) sdo sais organicos que fundem a temperaturas abaixo de
100°C. A flexibilidade da combinacédo de cations (organicos) e anions (organicos ou
inorganicos) confere a estes compostos propriedades fisico-quimicas ajustaveis que
potencializam a sua aplicacdo em plataformas de interesse como a quimica
farmacéutica, medicinal e a quimica de materiais (EGOROVA, 2017).

Os LIs apresentam um conjunto de propriedade fisicas que os torna unicos, tais
como baixa presséo de vapor, alta estabilidade quimica, térmica e eletroquimica, ndo
inflamabilidade e capacidade de solubilizar compostos polares e apolares, sendo
considerados, portanto, melhores solventes quando comparados a outros solventes
organicos (FERNANDES; 2011). Outras propriedades fisicas dos LIs que dependem
da estrutura e que refletem na sua aplicacao LIs sé&o a tens&o superficial, viscosidade,
ponto de fus@o e miscibilidade em dgua (FERNANDES; 2008).

Uma classe particular de LIs formada pela combinacgéo de céations e/ou anions
de ingredientes farmacologicamente ativos (IFAs) tem mostrado excelente
desempenho na melhoria das propriedades de IFAs tais como solubilidade,
estabilidade, biodisponibilidade e transporte por membrana (BALK; HOLZGRABE;
MEINEL, 2015; BALK et al.,, 2015). Em 2007, Rogers e col. reportaram o
desenvolvimento de LIs a partir de ingredientes farmacologicamente ativos (LI-IFAS),
a partir da sintese do ibuprofenato de didecilmetilaménio, docusato de lidocaina, e
docusato de ranitidina (HOUGH; ROGERS, 2007). A conversao de farmacos em LI-
IFAs elimina problemas como a conversao polimoérfica ou a cristalizacao espontanea
de farmacos amorfos, e pode ainda neutralizar efeitos colaterais indesejados (BICA;
ROGERS; 2010). Neste contexto, processos de formulacdo e liberacdo do LI-IFA a
partir de suportes solidos como o SiO2 tem sido desenvolvidos (BICA, 2012). A
interacdo do LI-IFA com a silica e a forca destas interacdes serdao determinantes de
propriedades de liberacéo, tais como quantidade do farmaco liberado e velocidade de
liberacé@o. A adeséo do LI-IFA com o SiO2 sera mais efetiva quando mais forte forem
as interacdes deste com o SiO2. Em trabalhos prévios mostramos que os LI-IFAs
possuem interacdo com SiO2 (WUST, 2019) porém parametros quantitativos da
interag&o tais como a afinidade entre os LI-IFAs e o SiO2 ndo foram determinados,
ndo sendo possivel estabelecer uma relagcdo quantitativa entre a estrutura do LI-IFA e
a sua adeséo a superficie do SiOo.

Além do uso como farmacos, os LI-IFAs também podem ser utilizados como

materiais multifuncionais em revestimentos para superficies de titAnio por
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apresentarem caracteristicas de biocompatibilidade como, baixa toxicidade e
atividade antimicrobiana e afinidade, garantindo lubrificacdo e protecdo minimizacao
de danos fisicos e desgastes da superficie de titanio, além de inibir o crescimento de
bactérias nestas superficies. Uma vez que a superficie do Ti € oxidada, ou seja, possui
uma camada de TiO2 (LIU; CHU; DING, 2004), a efetividade no revestimento da
superficie de Ti pelo LI-IFA pode mensurada pela da forca de interacdo deste com o
TiO2. Portanto a determinag&o quantitativa da forca desta interacao permite a melhor
escolha dos ions formadores dos LI-IFAs (GINDRI, 2015). Em trabalhos prévios
mostramos que os LI-IFAs possuem interacdo com TiO2 (BENDER et al., 2018) porém
a afinidade entre os sistemas nao foi determinada de forma quantitativa.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi determinar a afinidade da interagao
de LI-IFAs com TiO2 e SiO2 pela obtencéo de os parametros termodinamicos bem
como determinar a influéncia da estrutura do LI-IFA na afinidade da interacdo. A
Ressonancia Plasmobnica de Superficie (SPR, do inglés Surface Plasmon
Ressonance) foi utilizada para determinar a constante de dissociacdo (Kp) das
interacbes entre LI-IFA e superficie de TiO2 e SiO2. Os LI-IFAs estudados séo
formados pela combinacéo do anion ibuprofenato [IBU] com diferentes cations como
a bupivacaina [BUP]*, difenidramina [DIF]** e [BisOct(MIM)2]?*. A estrutura quimica

destes LI-IFAs esta mostrada na Figura 1.

Figura 1 — Estruturas dos LI-IFAs estudados nesse trabalho.
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2. REVISAO DA LITERATURA
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Esta revisao de literatura tem como objetivo abordar o estado da arte dos temas
mencionados neste trabalho, desta forma esta dividida em trés topicos: (i) liquidos
ibnicos; (ii) Ressonancia Plasménica de Superficie (iii) interagces de liquidos ibnicos

com superficies metalicas;

2.1. LIQUIDOS IONICOS

Liquidos i6nicos (LIs) sdo sais fundidos formados por cétions orgéanicos e
anions organicos ou inorganicos. Devido a sua estrutura possuir cations volumosos
juntamente de anions fracamente coordenadores que desestabilizam sua rede
cristalina, normalmente encontram-se liquidos a temperaturas abaixo de 100 °C, além
de possuir uma alta flexibilidade. (EGOROVA et al., 2017).

A presenca de uma carga mais difusa em um ou ambos os ions normalmente
produz uma diminuicdo do ponto de fusdo do LI. MacFarlane e colaboradores
(MACFARLENE et al., 2002) demonstraram que a substituicdo do anion cloreto por
um anion dicianamida diminui o ponto de fusdo do sal organico cloreto de 3-etil-1-
metilimidazdlio de 77-79°C para abaixo da temperatura ambiente, transformando-o
em um liquido estavel com um ponto de fusdo de -21°C. Essa flexibilidade da sua
composicdo estrutural devido a diversidade de céations e anions que podem ser
utilizados oferece oportunidades para projetar-se novos Lls com diferentes
propriedades quimicas e fisicas, sugerindo que aproximadamente todas propriedades
desejaveis possam ser combinadas dentro de uma molécula de LI (DEAN; PRINGLE;
MACFARLANE, 2010). Entretanto, para classificar-se um composto como liquido
iGnico existe outras propriedades importantes tais como: presséo de vapor reduzida,
estabilidade térmica e quimica, miscibilidade com compostos organicos e inorganicos,
baixa inflamabilidade e alta condutividade elétrica (BENDER, 2018b).

A aplicagéo de LlIs devido a sua estrutura-propriedade pode ser encontrada em
diversas areas como eletroquimica, catalise e sintese quimica (BENDER, 2018b).
Além de também possibilitar seu uso em plataformas tecnoldgicas que estdo sempre
em busca de novas estruturas quimicas que possuam propriedades especificas como
a quimica farmacéutica, medicinal e de materiais (WUST, 2018) Assim, um
entendimento a respeito do desempenho dos Lls nas aplicagcbes anteriormente
citadas, depende diretamente da compreensao das intera¢des intermoleculares que

ocorre entre os cations e anions do LI na forma pura e em sistemas interagentes.
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(VIEIRA, 2017) A Figura 2 apresenta alguns dos principais cations e anions utilizados

em liquidos i6nicos.

Figura 2 — Exemplo dos principais cations e anions utilizados como formadores de

liquidos i6nicos.
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Fonte: adaptado de EGOROVA et al., 2017.

Em meados do Século XIX, a primeira geracdo mais antiga de LIs, que
posteriormente ficou conhecida como “sais fundidos” foi descoberta durante uma
reacao de Friedel-Crafts. O objetivo da reacdo era a obtencdo de tolueno como
produto final a partir da reacdo entre benzeno e clorometano utilizando-se como
catalizador o acido de Lewis AICls. Entretanto o produto obtido foi um éleo
avermelhado que possuia um anion de tetracloroaluminato e um cation, sendo
reconhecido como um dos LIs mais antigos ja documentados (DEAN; PRINGLE;
MACFARLANE, 2010). Atualmente os LIs sdo conhecidos por possuirem trés
geracOes distintas. A primeira geracao é classificada devido as suas propriedades
fisicas como baixa ou nenhuma volatilidade e estabilidade térmica de LIs baseados
em 1-alquil-3-metilimidazolineo reportados por Wilkes e col. (1982), sendo aplicados
principalmente como solventes. Os LIs da segunda geragdo s&o um pouco mais

sofisticados do que a primeira, pois direcionaram-se a possibilidade de unir
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propriedades fisicas e quimicas que podem ser modificadas independentemente em
funcdo da variacdo estrutural cation-anion conforme for a necessidade da aplicacéo,
normalmente sendo aplicados em materiais energéticos, lubrificantes e na
complexacdo de ions metélicos (WILKES et al., 1982; WUST, 2014; HOUGH et al.,
2017;). Por fim, a terceira geracdo de Lls abrange ions naturais e biodegradaveis
como, por exemplo, aminoacidos e colina, e ions com ingredientes
farmacologicamente ativos (IFAs) que visam o desenvolvimento de liquidos ibnicos
com atividades farmacolégicas (EGOROVA et al., 2017). Particularmente, entre os LIs
de terceira geracdo, a conversdo de IFAs em liquidos ibnicos tem se mostrado
bastante promissora no ramo farmacéutico pois demonstra que um LI-IFA ndo apenas
elimina problemas que estéo associados ao polimorfismo e a cristalizagéo espontanea
de farmacos solidos, como também influéncia em sua solubilidade e taxas de
dissolucéo, gerando um impacto direto na farmacocinética e farmacodinamica. Outras
propriedades de IFAs quando convertidos a LIs que é o melhor desempenho na
estabilidade, biodisponibilidade, transporte por membrana, retencdo da atividade
farmacoldgica e neutralizacdo de efeitos colaterais ou indesejados (STOIMENOVSKI;
MACFARLANE; BICA, 2010; BICA; ROGERS, 2010; BALK; HOLZGRABE; MEINEL,
2015).

Uma das caracteristicas mais atrativas dos LI-IFAs para aplicacdes
farmacéuticas é a personalizacédo que pode ser feita na sua composicao utilizando-se
dois ions farmacologicamente ativos, apresentando, assim, efeitos sinérgicos que
foram previamente selecionados através da escolha da composicéo céation-anion ou
até mesmo um dos ions neutralizando os efeitos colaterais do outro ingrediente ativo.
Essa caracteristica ndo pode ser abordada quando se deseja um farmaco sélido na
forma de sal, pois para tanto, o contra-ion normalmente deve ser inativo, sendo sddio
(cation) e cloreto (é&nion) (STOIMENOVSKI; MACFARLANE; BICA, 2010).
Normalmente, a escolha dos pares cation-anion para formar o LI-IFA é realizada com
ions que tenham baixa simetria e carga difusa, tracos que ja sdo observados em
muitos IFAs tipicos (HOUGH, W. L. et al 2007). Algumas das combinac¢des possiveis
entre dois ingredientes farmacologicamente ativos para LIs pode ser visualizada na

figura 3.
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Figura 3 — Exemplo das atividades farmacolégicas ativas mais utilizadas nos ions dos

LI-IFAs.
Anestésicos H
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Fonte: adaptado de STOIMENOVSKI; MACFARLANE; BICA, 2010.

A metodologia de sintese mais empregada na obtencéo dos LI-IFAs consiste
em uma reacdo de metatese, onde 0s sais dos respectivos cation e anion sao
solubilizados individualmente em um solvente adequado (agua, etanol, acetona, etc.)
que favoreca sua solubilizagcdo. Posteriormente sdo misturados e mantidos sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente, ocasionalmente sendo necessario o uso
de aquecimento (FRIZZO et al., 2013).

Entretanto, alguns métodos alternativos muitas vezes podem ser necessarios
como, por exemplo, no caso em que Ferraz e colaboradores (FERRAZ et al., 2012)
alteraram o anion utilizando uma resina de troca idnica (na forma "OH) para trocar os
halogenetos (Br e CI) pelo hidroxido. Em seguida, essa solucdo basica foi
neutralizada pela adicdo de uma solucdo contendo o acido adequado obtendo-se
como produto o LI desejado. Um exemplo geral de uma reacao de metatese pode ser
observado na figura 4.

Figura 4 — Exemplo geral de uma reacdo de metatese para a formacao de LI-IFAs a

partir do ibuprofeno sodico e cloridrato de difenidramina.
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Fonte: proprio autor.
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Dentre os muitos farmacos que podem ser utilizados em LI-IFAs, o ibuprofeno,
o cloridrato de bupivacaina e difenidramina j& possuem estudos na literatura que
demonstraram sua transformagdo em LI-IFAs (FRIZZO, C. P. et al, 2016). As
diferentes atividades farmacologicas ativas que podem ser citadas destes sédo a
atividade anti-inflamatéria nao-esteroidal utilizada como analgésico e antipirético
(ibuprofeno), anestésica local (cloridrato de bupivacaina) e anti-histaminica
empregada no tratamento de alergias (cloridrato de difenidramina) (MANRIQUE, J.;
MARTINEZ, F., 2007; ARAUJO et al. 2005; CRIADO et al., 2010)

2.2. RESSONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE

Em 1968, pela primeira vez, o fenbmeno da Ressonancia Plasmonica de
Superficie (SPR — do inglés — Surface Plasmon Ressonance) foi demonstrada por Otto
(OTTO, 1968). Entretanto, a sua aplicacdo comercial so foi disponibilizada em 1990
pela Biacore® (GE Healthcare) (OWEN, 1997). Proposta inicialmente para a detecgéo
de compostos gasosos (LIEDBERG; NYLANDER; LUNSTROM, 1983), encontrou
posteriormente um lugar como uma tecnologia revolucionaria em estudos
bioquimicos, sendo aplicada em analises de interacdes biomoleculares. O uso da SPR
possibilitou estudos das propriedades funcionais das moléculas biolégicas, fazendo
com que métodos classicos como analise imunoenziméatica fossem deixados de lado,
pois com a SPR era possivel obter informa¢des mais completas sobre 0s mecanismos
de bioafinidade (SHYNKARENKO; KRAVCHENKO, 2015). Ao longo da sua
descoberta, os avancos tecnoldgicos possibilitaram algumas vantagens no uso da
SPR como o0 monitoramento em tempo real, minimo pré-tratamento da amostra,
resposta quantitativa e aumento na sensibilidade e reprodutibilidade das analises
(HOMOLA; YEE; GAUGLITZ, 1999; SCHASFOORT R. B. M, 2017). Mas afinal, o que
sao plasmons?

Em 1929, Langmuir e Tonks (LANGMUIR; TONKS, 1929), utilizaram a palavra
“‘plasma” para descrever o estado gasoso ionizado que eles haviam observado em
certas regides de um bulbo de tungsténio. Entretanto, hoje o termo € utilizado para
descrever uma oscilagdo rapida de densidade eletronica em relagéo aos ions positivos
fixos em meios condutores como, por exemplo, 0os metais. Essas oscilagdes

normalmente sdo causadas pela incidéncia de um campo eletromagnético de
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frequéncia especifica sobre o metal utilizado, promovendo, assim, a indu¢do de um
dipolo elétrico na superficie e fazendo com que ocorra o aparecimento de um campo
elétrico que tem como funcéo restaurar o equilibrio dado pela distor¢do das cargas.
Essa forca restauradora e a inducdo do dipolo, quando acopladas, gera o que
chamados por Ressonancia Plasmonica (SANTOS et al., 2016; DAMOS; MENDES;
KUBOTA, 2004). A profundidade de penetracdo do campo eletromagnético,
denominado como campo evanescente, decai exponencialmente com a distancia da
superficie metélica do sensor, limitando a area analisada a distancias bem préximas
da superficie e sendo altamente sensivel a mudancas do indice de refracdo do meio
circundante (SCHASFOORT R. B. M, 2017). Um esquema dos fendbmenos retratados
acima pode observado na figura 5.

Figura 5 — Exemplo geral do fendmeno de ressonancia plasmonica de superficie.
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Fonte: adaptado de DAMOS; MENDES; KUBOTA, 2004.

Desta forma, o principio fisico da SPR baseia-se em um fendmeno Optico unico
e simples, no qual, através de um refratbmetro Optico é possivel medir as mudancas
causadas no indice de refracdo na vizinhanca da superficie de deteccdo utilizada.
Neste fendbmeno, o efeito da SPR sdo as oscilagfes longitudinais coletivas dos
elétrons livres da camada da banda de conducéo do metal utilizado, normalmente ouro
ou prata, ao longo da interface de dois meios com constantes dielétricas de sinais
opostos, no qual um é um metal e o outro um dielétrico (agua, ar, solu¢cdo tampé&o)
(DAGHESTANI; DAY, 2010; SCHASFOORT R. B. M, 2017).
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Em geral, existe trés sistemas opticos diferentes que podem ser utilizados para
excitar plasmons de superficie, sistemas com grades, guias de onda oOpticos e por
altimo sistemas com primas, sendo este Ultimo o mais utilizado nos instrumentos da
SPR. Instrumentos acoplados com prismas sao reconhecidos por instrumentos na

configuracdo de Kretschmann (figura 6).

Figura 6 — Esquema geral do principio de funcionamento da SPR desenvolvido por
Kretschamann utilizando-se um chip sensor com uma camada de ouro revestida
superficialmente com TiOz ou SiOz.
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Fonte: proprio autor.

O mecanismo do instrumento na configuracdo de Kretschmann baseia-se no
fenbmeno de reflexdo interna total. No qual, primeiramente, uma fonte de luz
polarizada brilha através de um prisma e chega até o chip sensor que possui um filme
de metal na sua parte superior. A luz sera refletida pelo filme do metal chegando a um
detector de fotodiodos ou uma camera. Ao mudar o angulo de incidéncia (0) da fonte
de luz e monitorar-se a intensidade de luz refletida que chega ao detector, € possivel

observar que esta intensidade em um determinado 8 passa por um minimo. E neste
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8, chamado de angulo de ressonancia, que a luz excita os plasmons de superficie
induzindo a ressonancia plasmoénica de superficie, causando assim, uma perda
méaxima na intensidade de luz refletida. Desta forma, a adsorcdo ndo especifica e
especifica de uma camada de qualquer molécula do analito injetado no canal de fluxo
na superficie do chip sensor, esta gera alteracdes no indice de refracdo na parte
superior do metal (enquanto que no lado do prisma o indice ndo muda). A alteracéo
no indice de refracdo em um dos lados faz com que a intensidade minima observada
de luz refletida agora ocorra em outro 6 (figura 7). Assim, as condi¢cbes do sistema
mudam o deslocamento do angulo da SPR em tempo real, demonstrando ser uma
técnica adequada para fornecer informacdo sobre a cinética de adsorcdo em
superficies (SCHASFOORT R. B. M, 2017; DE CARVALHO; RATH; KUBOTA, 2003).

Figura 7 — Mudanca no indice de refracdo na superficie do filme do chip sensor causa

uma mudanca de angulo de 61 para 62.
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Fonte: proprio autor.

A unidade para o sinal SPR ¢é a variacdo do angulo (AB) onde representa um
desvio no angulo de ressonancia, ou seja, a partir do perfil de adsorcao obtido é
possivel verificar a diferenca entre o indice de reflexao inicial e final, assim, desta
forma atraves dos ajustes das curvas obtidas em diferentes concentracdes, € possivel
obter-se o valor de Kp através da equacdo 1 utilizada pelo software do programa.

__ Bmax xC
- (C+KD)

(1)
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Na qual Y é a mudanca de angulo, Bmax € 0 sinal maximo, C € a concentracgéao,
e Kb é a constante de dissociagéo do equilibrio. Sabendo-se que quanto maior o valor
do Kp, menor € a afinidade entre as moléculas dissolvidas no eluente e a superficie
do chip sensor.

Trabalhos utilizando-se SPR e LI-IFAs com superficies de TiO2 e SiOz para
calcular a afinidade nado foram encontrados na literatura, entretanto a sua aplicacao
em trabalhos que envolvam afinidade ligacdes entre droga-proteina, DNA-proteina,
anticorpo-microrganismo, proteina-receptor, anticorpo-antigeno, bem como
interacbes com superficies especificas funcionalizadas podem ser encontrados.

Xu e col. (XU Z. et al., 2010) estudaram a interacao entre ctDNA e uma porfirina
cationica afim de entender seu mecanismo de interagdo pois 0s resultados obtidos
seriam valiosos para o desenvolvimento de drogas antitumorais ou antibidticas
direcionadas ao DNA. O monitoramento do processo de ligacéo foi feito utilizando a
SPR. Primeiramente, eles modificaram o DNA utilizado através do acoplamento
covalente de sulfidrilas de forma que mantivesse as atividades biol6gicas do DNA,
para entdo posteriormente o DNA ser facilmente imobilizado na superficie do ouro
através da forte ligacdo de coordenacdo Au-S formada. Trés compostos contendo
sulfidrila (2-ME, 3-MPA e 11-MUA) foram utilizados para otimizar a metodologia de
imobilizacdo do DNA. Durante a analise no SPR uma solucéo contendo NHS/EDC foi
injetada para ativar os grupos terminais (—OH) dos compostos, e posteriormente
injetou-se o ctDNA sendo imobilizado na superficie de ouro (figura 8). Destes, o filme
de ouro modificado com 11-MUA foi escolhido para imobilizar o DNA e ser utilizado
na SPR por possuir um melhor resultado. O valor obtido para a constante de
associacao (Ka) entre o ctDNA e porfirina foi de 2.18 x 10* M. Estes resultados foram
comparados com valores obtidos com outras técnicas tais como espectroscopia de

absorcéo de UV-vis e a voltametria ciclica.
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Figura 8 — Exemplificacédo da imobilizagdo do DNA em um chip sensor de ouro atraves

da interacao covalente com diferentes sulfidrilas.
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2.3.INTERACOES DE LIs COM SUPERFICIES
2.3.1. Interagdes com SiO2

O didéxido de silicio, ou silica, € um oxido utilizado em muitas indastrias,
especialmente as de ceramica e vidros, alimenticias e farmacéuticas. Entre suas
funcdes, as principais sdo como agente antiespumante, antiaglomerante, controlador
de viscosidade, dessecante, clarificador de bebidas e como excipiente de
medicamentos e vitaminas.

Ao longo dos anos, a interagao LIs-SiO2 vem despertando o interesse dos
pesquisadores do mundo inteiro e suas mais diversas aplicagbes vem sendo
estudadas. Dessalinizagc&o por sor¢ao a energia térmica (ASKALANY A. et al., 2019),
catalisadores (MOHEISENI; KIASAT; BADRI, 2019; SAADATI-MOSHTAGHIN;
ABBASINOHOJI, 2019), remocao de medicamentos de meios aquosos (ALMEIDA et
al, 2020), captura de CO2 (SANTIAGO et al., 2019; UEHARA; KARAMI; MAHINPEY,
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2019), sintese de nanoparticulas (KUSUMAWATI; SASAKI, 2019), eletrolito para
baterias de litio (LI et al., 2018) e LI-FAS suportados em silica (BICA et al., 2012;
WUST, 2018) sao alguns dos exemplos estudados que podem ser citados até o
momento.

No que se diz respeito ao suporte de LI-IFAs em silicas mesoporosas, estes
materiais parecem ser particularmente bons candidatos para a entrega controlada de
IFAs principalmente devido a sua grande area superficial, estrutura porosa uniforme,
nao-toxicidade e biocompatibilidade (WANG, 2002; XU et al., 2009; (c) VIAU et al.,
2010). Em 2012, Bica e col. (BICA et al., 2012) realizaram a imobilizacao de LI-IFAs
em silica mesoporosa, como uma alternativa para facilitar a utilizacdo desses LI de
forma sélida, combinou-se as vantagens proporcionadas pela silica, bem como as do
LI, o controle da solubilidade e a escolha apropriada do anion. Os LI-IFAs utilizados
foram o ibuprofenato de tetrabutilfosfénio ([P4444][IBU]) e o ibuprofenato de lidocainio
([LID][IBU]) (figura 9). O suporte do LI-IFA [P4444][IBU] foi realizado em silica SiO2-
90, com variacédo de massa de 10, 20 e 50%, os autores conseguiram comprovar o
decréscimo na area superficial da silica apds o suporte para o suportado de 20%,
indicando que os poros da silica estavam preenchidos com o LI-IFA. Além disso, os
autores concluiram que os LI-IFAs apresentaram uma estabilidade térmica superior

guando suportados em silica, em compara¢do aos puros.

Figura 9 — LI-IFAs utilizado no trabalho de Bica e colaboradores, 2012.

W e s
Y e

Ibuprofenato de Tetrabutilfosfonio Ibuprofenato de Lidocainio

Fonte: adaptado de BICA et al., 2012.

Wust, (WUST, 2018) estudou a interacdo de LI-IFAS derivados do ibuprofeno
(figura 10) com silicas mesoporosas, bem como a estabilidade térmica e oxidativa
destes, com o objetivo de desenvolver sistemas de liberagdo controlada destes

compostos.
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Figura 10 — LI-IFAs utilizados no trabalho de Wust, (WUST, 2018).
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Fonte: adaptado de WUST, 2018.

Neste estudo, Wust (WUST, 2018) concluiu que a estabilidade térmica dos LI-
IFAs suportados na silica-60 aumenta até a proporcéo de 20% em peso dos LI-IFAs
em relacdo aos LI-IFAs puros, enquanto que os suportados na silica-90, apenas a
propor¢do 10% mostra aumento na estabilidade térmica, indicando que o tamanho do
poro influencia na interacdo LI-IFAs-Silica. O perfil de liberacdo controlada dos LI-
IFAs, mostra que guanto maior o tamanho do poro, mais rapidamente os LI-IFAs sédo
liberados e que o suporte em silica promove um maior controle da liberacdo destes
para o meio. Em estudo realizado utilizando a técnica de SPR, a autora concluiu que
a interacdo dos LI-IFAs com o chip de SiOz, é dependente da hidrofobicidade do LI,
onde quanto mais hidrofébico o LI-IFA, menor a constante de dissociacdo (Kbp)

apresentada.
2.3.2. Interacdes com TiO2

O dioxido de titanio € um dos materiais de maior importancia tecnoldgica. Foi e
ainda é amplamente estudado, devido as suas caracteristicas como ser branco,
possuir alto indice de refracédo a luz, ser compativel biologicamente com o organismo,
possui aplicagbes vastas como tratamento de &agua, protetores solares, catalise,
células solares, sensores, pigmentos, prote¢cdo contra corrosdo, biomateriais e
revestimentos opticos (GINDRI, I. M. et al., 2014).
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A estrutura cristalina do oxido de titanio mostra o atomo de titanio rodeado por
seis atomos de oxigénio. O titanio na forma catiénica na superficie do 6xido de titanio
pode atuar como um &cido de Lewis interagindo com doadores de elétrons, enquanto
0S oxigénios podem interagir por meio de ligacdes de hidrogénio entre a hidroxila (*
OH) e receptores de elétrons, como por exemplo H* (RONNAU, 2003). Desta forma,
a estrutura do TiOz permite inferir que TiO2 pode interagir com LIs, 0os quais tem sitios
ativos para estas interagcdes e muitos estudos relatam a alta afinidade de TiO2 por
anions.

Gindri e col. fizeram extensivos estudos sobre a utilizacdo de LlIs dicatibnicos
como revestimentos de ligas de Ti (GINDRI, I. M. et al, 2014; GINDRI, I. M. et al,
2014b; GINDRI, I. M. et al, 2015). Com o foco em LlIs dicatidnicos derivados de
aminoacidos, com potenciais atividades antimicrobianas e visando futuras aplicacfes
desses LI como lubrificantes em proteses dentarias. Um destes trabalhos de (GINDRI,
I. M. et al, 2014b) LIs com duas cadeias dicatibnicas derivadas do imidazol (com
espacadores de 8 e 10 (CH2)) com diferentes amino&cidos (fenilalanina, leucina,
histidina, metionina) e &cido ascorbico foram sintetizados e comparadas a fim de
avaliar sua citotoxicidade e atividade antimicrobiana. As estruturas dos LIs utilizados
podem ser observadas na figura 11. Para os testes de citotoxicidade foram utilizadas
células pré-osteoblasticas (MC3T3-E1) e para as atividades antimicrobianas, dois
grupos de bactérias foram estudadas, onde um grupo compreende as maiores
causadoras de infeccbes em proteses (Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus epidermidis) e o outro grupo contendo as principais
espécies de streptococcus orais (S. mutans, S. salivarius, S. sanguinis, S. gordonii, S.
uberis). De maneira geral, LIs possuindo céations e anions com caracteristicas
hidrofobicas apresentaram maior toxicidade frente a células semelhantes a
osteoblastos. Seus resultados também foram melhores em comparacdo a analogos
monocatidnicos, o que suporta a tese de que LlIs dicatibnicos sdo menos tdxicos que
estes. Os resultados das atividades antimicrobianas também demonstram que quanto
mais hidrofébica a combinacdo cation-anion, melhor a atividade. Nao foram
observados conflitos entre atividade antimicrobiana e toxicidade, especialmente frente

as bactérias orais.
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Figura 11 — Exemplo das estruturas de Lls dicatbnicos investigados no trabalho de

Gindri e colaboradores.
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Fonte: adaptado de GINDRI, I. M. et al, 2014b.

Farghali e col. (FARGHALI R. A.; AHMED R. A.; ALHARTHI A. A, 2018)
fabricaram um sensor eletroquimico baseado em nanoparticulas poliméricas/TiO2 com
cloreto de 1-butilmetil-imizadol e o polimero PEDOT (poli(3, 4-etileno-dioxitiofeno)
para determinacdo de diclofenaco de sodio que posteriormente foi testado em
comprimidos e em amostras de urina humana. Os resultados de caracterizacao
morfolégica que foram obtidos por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET), Sistema de Analise de Raio-X por
Energia Dispersiva (EDX), Difragao de Raio-X e Infravermelho (IV) mostraram boa
incorporacdo das nanoparticulas e sua distribuicdo na pasta de LI. Os estudos da
superficie confirmaram que o LI forma um gel de ligacdo fina sobre as particulas de
TiO2 e, que o polimero forma uma cama que cobre completamente a pasta formada.
O sensor foi utilizado na determinagéo de diclofenaco em comprimidos de Voltaren e
na urina humana, obtendo bons resultados e indicando que este sensor é uma
proposta promissora para medices de diclofenaco em fluidos biolégicos e
formulac6es farmacéuticas com alta sensibilidade, seletividade, precisao e baixo limite
de deteccéo.

Bender e col. (BENDER, C. R. et al., 2018) investigaram a interacao entre
superficies de nanoparticulas de TiOz (fases anatase e rutilo) e trés liquidos iGnicos
com ingredientes farmacologicamente ativos ([BUP][IBU], [BUP][DOC] e [LID]IBU]).
As estruturas dos LI-IFAs podem ser observadas na figura 12. Utilizando as técnicas
de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Difracdo de Raio-X em P,
Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e Microscopia Eletrdnica de Transmissao
(MET), foi possivel observar as diferengcas nas interacdes dos LIs com as fases
anatase e rutilo. Em relagéo a interagéo LI-IFAs + TiO2, a fase anatase mostrou

alteracdes mais significativas nas propriedades térmicas e espectroscopicas do que a
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fase rutilo do TiO2, 0 que pode ser explicado pela maior area superficial da fase
anatase. Entre os LI-IFAs utilizados, o LI [BUP][IBU] apresentou uma nova fase
cristalina (observacdo de um novo ponto de fuséo na curva de DSC), promovendo
também uma maior aglomeracgéo das fases anatase e rutilo. Também este foi o LI que
apresentou a melhor atividade antifingica e toxicidade aceitavel. As interacfes mais
promissoras para aplicacdes biologicas envolvendo LIs e nanoparticulas de TiO2 se

deu entre o LI [BUP][IBU] e a fase anatase.

Figura 12 — Exemplo das estruturas de LI-IFAs investigados no trabalho de Bender e

colaboradores.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
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3.1. SINTESE DOS LI-IFAS COM OS CATIONS DERIVADOS DE BUPIVACAINA
E DIFENIDRAMINA

Os LI-IFAs foram sintetizados de acordo com a metodologia previamente
descrita na literatura (FRIZZO et al., 2016), a qual consiste em uma reacdo de
metatese. Esta reacdo se baseia em uma troca ibnica entre o sal sddico contendo o
anion de interesse [IBU] e os diferentes cloridratos contendo os cétions de interesse
[BUP]* e [DIF]*. A estrutura quimica dos sais envolvidos nas reacgdes de troca ibnica
realizadas neste trabalho esta representada Na figura 13. Os sais utilizados foram
solubilizados na propor¢cdo de 1:1 em uma mistura de solventes contendo
acetona/agua (8:2, v/v) e mantidos sob agitacdo magnética em uma temperatura de
aproximadamente 40°C, por 24 horas. Ap6s este periodo, os solventes foram
evaporados sob vacuo em um evaporador rotatorio e extraiu-se o produto formado
com diclorometano (3 x 20 mL). Para uma efetiva remocé&o do sal inorganico formado
como subproduto durante a reacédo, a fase organica foi entdo lavada com agua (3 x
20 mL). O produto obtido foi secado sob alto vacuo por pelo menos 24 horas.

Figura 13 — Esquema geral do método de sintese dos LI-IFAs derivados de
bupivacaiana e difenidramina.
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3.2. SINTESE DO LI-IFA COM O CATION DERIVADO DE IMIDAZOL

O LI-IFA [BisOct(MIM)2][2IBU] foi sintetizado de acordo com a metodologia
previamente descrita na literatura (VIEIRA, J. C. B. et al, 2019). Nesta sintese,
primeiramente € necessario sintetizar o LI derivado de imidazol com o anion cloreto
(precursor). Numa proxima etapa, este LI € usado na reacdo de metatese com o sal
sodico contendo o anion de interesse [IBU], levando a formac&o do produto final. Para
a sintese do seu precursor, adicionou-se 1,8-diclorooctano (25 mmol) e 1-
metilimidazol (50 mmol) a uma solucéo de acetonitrila (30 mL, grau HPLC). A mistura
foi mantida sob agitacdo magnética em uma temperatura de aproximadamente 60 °C,
por 72 horas (figura 14). ApoGs este periodo, o solvente foi evaporado sob vacuo em
um evaporador rotatério e extraiu-se o produto formado com dietil éter (3 x 20 mL). O

produto obtido foi secado sob alto vacuo por 24 horas a 50°C.

Figura 14 — Esquema da sintese do LI precursor [BisOct(MIM)2][2Cl].

@
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i acetona HPLC, 60°C, 72h;

Apds a obtencdo e purificagdo do precursor [BisOct(MIM)2][2Cl], este foi
dissolvido em etanol e sobre esta solucao verteu-se o ibuprofeno sédico previamente
dissolvido em etanol. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente por 24 horas (figura 15). Em seguida, filtrou-se a solucéo para
remocao de residuos do sal inorganico formado (NaCl) como subproduto, e o solvente
foi evaporado sob vacuo em evaporador rotatorio. O produto final obtido foi, entéo,
lavado com etanol a frio e seco sob alto vacuo por 24 horas a 50°C.
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Figura 15 — Esquema da sintese do LI-IFA [BisOct(MIM)z][2IBU].

= Me Me /=N

i: etanol, 25°C, 24h;

3.3. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 3C foram
obtidos para os LI-IFAs sintetizados descritos na sessao anterior. O equipamento
utilizado foi um espectrometro Bruker AVANCE IIl que opera na frequéncia de 600,13
MHz para o 'H e 150,32 MHz para o *3C, localizado no Departamento de Quimica —
UFSM. Para a andlise dos LI-IFAs, aproximadamente 30 mg foram diluidos em uma
solucdo de DMSO-d6 ou D20 (500 pL) e analisados em um tubo de 5 mm, a
temperatura de 25 °C. Os deslocamento quimicos (&) demonstrados na discusséo de
resultados, estdo relacionados em parte por milhdo (ppm) em relagcdo ao
tetrametilsilano (TMS) ou ao solvente, utilizado como padréo interno para os espectros

de 'H e 13C. O nimero de hidrogénios foi deduzido da integral relativa.

3.4. RESSONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE

As analises de Ressonancia Plasmoénica de Superficie (SPR) foram feitas para
os LI-IFAs aqui discutidos utilizando o equipamento Multi-Paramétrico de
Ressonancia Plasmonica de Superficie (MP-SPR) SPRNavi 200 (BioNavis®,
Finlandia), localizado no Centro de Ciéncias Naturais e Exatas da Universidade
Federal de Santa Maria. As medidas foram realizadas utilizando-se um chip sensor de
TiO2 (anatase), para o qual se usou um laser com comprimento de onda de 785 nm,
e um chip sensor de SiO2, para 0 qual se usou um laser com comprimento de onda
de 670 nm. A solucdo empregada como fase moével durante as analises foi uma
solucdo hidroalcodlica 50% a um fluxo de 50 pL-min! e operada a temperatura

constante de 25 °C termostatizada pelo equipamento.
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Cada medicdo executada comeca com o condicionamento do chip sensor a
solucéo da fase movel durante 10 minutos, tempo minimo necessario para que haja a
formacao de uma linha base estavel antes do evento de injecdo e medi¢cdo da amostra
contendo o LI-IFA. Apés a obtencgéo da linha base, uma injecdo de 250 L da solucao
contendo o LI-IFA de interesse dissolvido em solu¢éo hidroalcodlica 50% é adicionada
ao canal de injecdo do equipamento. Nesta etapa € possivel verificar a medicdo em
tempo real da cinética de adsorgdo das moléculas do LI-IFA a superficie do chip
sensor que, em seguida, dissociam-se conforme a fase movel vai passando pelo
canal. Finalmente, apds o tempo necessario para a medi¢cdo da amostra, uma solucao
de limpeza é injetada, o que faz com que efeitos de memodria nos canais do
equipamento sejam evitados, além da remocao de resquicios do LI-IFA que possam
ter permanecido na superficie do chip sensor. Assim, € possivel a execuc¢do de um
ciclo de medidas utilizando-se as mesmas condi¢cdes de superficie do chip sensor.

As solucbes utilizadas dos LI-IFAs [BisOct(MIM)][IBU], [BUP][IBU], [DIF][IBU]
e [LID][IBU] foram preparadas em diferentes concentracdes (12,5 mM, 25 mM, 50 mM,
75 mM e 100 mM), obtendo-se um sensograma para cada concentracao.
Posteriormente, agrupou-se 0s resultados em um Unico sensograma por LI-IFA para
a determinacdo da constante de dissociacdo (Kp). Os valores de Kp obtidos foram
calculados através do software TraceDrawer v.1.6 (Ridgeview Instruments AB, Vange,

Suécia).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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A apresentacdo e a discussdo dos resultados obtidos neste trabalho estéo
organizados na seguinte ordem: (i) Resultados da sintese dos LI-IFAs bem como sua
a caracterizacdo pela técnicas de RMN *H e 3C; (ii) Resultados das constantes de
dissociacdo (Kp) dos LI-IFAs utilizando-se a técnica de Espectroscopia de

Ressonancia Plasmdnica de Superficie (SPR).

4.1. SINTESE E CARACTERIZACAO

Os liquidos i6nicos sintetizados neste trabalho sdo constituidos por um cation
e um anion formados por farmacos, com excecdo do ibuprofenato 1,8-
bis(3metilimidazol-1-il)-octano que possui apenas o anion ibuprofenato caracterizado
como farmaco. Para uma melhor compreensédo dos resultados um sistema de siglas
para a nomenclatura dos LI-IFAs foi adotado de acordo com a estrutura e nome dos
cations e anions. Na tabela 1 é possivel observar as siglas, a estrutura dos LI-IFAs e
a sua nomenclatura de acordo com os critérios da IUPAC.

As informagdes sobre os LI-IFAs como férmula molecular, massa molecular,
aspecto fisico e seus respectivos valores de rendimento das reacdes estdo
apresentados na tabela 2. Embora os LI-IFAs utilizados ja tenham sido relatados na
literatura (FRIZZO et al., 2016; VIEIRA, J. C. B. et al, 2019), a afinidade de interacao
entre os LI-IFAs e superficie de TiO2 e SiO2 nao foram determinados de forma

quantitativa.
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Tabela 1 — Estrutura e nomenclatura dos LI-IFAs descritos neste trabalho.

Sigla Estrutura Nomenclatura

Me 2-(4-isobutilfenil) propanoato de
OOO Me 1butil-2-((2,6-dimetilfenil)
[BUP][IBU] @Mﬂo /r carbamoil)1-piperidinio

[Ibuprofenato de bupicavainio]

Me o
O ..
[BisOct(MIM)2][2IBU] m m pibuprofenato de 1.8

DavyMe M Me bis(3metilimidazol-1-il)-octano

o 2-(4-isobutilfenil) propanoato de
Ooor\lne 2(benzhidriloxi)-N,N-
[DIFI[IBU] wewe M| dimetiletanaminio

[Ibuprofenato de difenidraminio]

Tabela 2 — Aparéncia fisica e rendimento dos LI-IFAs sintetizados.

Formula Massa
LI-IFA Molecular Aparéncia Rendimento
Molecular 4
(g Mol ™)
Liquido viscoso
[BUP][IBU] C31H46N203 494,71 _ 81%
alaranjado
. Liquido viscoso
[BisOct(MIM)2][2IBU] Ca2He2N4O4 686,98 72%?
amarelo
Liquido viscoso
[DIF][IBU] CaoH39NO3 461,64 75%

incolor

a Este LI estava disponivel em quantidade adequada no laborat6rio para realizar os experimentos e nao foi
necessario refazer a sintese. (VIEIRA, J. C. B. et al, 2019)

Os rendimentos obtidos para o [BUP][IBU] e [DIF][IBU] foram similares ao
rendimentos ja reportados na literatura para os mesmos LI (FRIZZO et al., 2016).

A comprovacéo da obtencéo e caracterizagédo dos LI-IFAs sintetizados foi feita
utilizando-se a técnica de RMN de 'H e 3C. Outras técnicas de analise ndo foram
abordadas devido aos LI-IFAs n&o serem inéditos e ja constarem na literatura. A
designacéao dos sinais nos espectros de RMN de 'H e 13C foi feita a partir da analise

da multiplicidade e integral dos sinais nos espectros comparando-se 0s resultados
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obtidos com os resultados ja constados na literatura (WUST, 2014; FRIZZO et al.,
2016; VIEIRA, J. C. B. et al, 2019). As numeracdes dos atomos para atribuicdo dos
sinais podem ser visualizadas juntamente com o0s espectros de RMN que se
encontram no Anexo A. Os valores dos deslocamentos quimicos dos nucleos de 'H e

13C estéo apresentados a seguir:

[BUP][IBU]: C31H4sN203. RMN 1H (600 MHz, DMSO-d6): &1 0,87 (m, 9H, 3CHs), 1,27
(m, 3H, CHz2, CH), 1,34 (d, 3H, CH3), 1,51 (m, 3H, CH2, CH), 1,60 (m, 1H, CH), 1,71
(m, 2H, CH2), 183 (m, 2H, 2CH), 2,03 (m, 1H, CH), 2,13 (s, 6H, 2CH3), 2,24 (m, 1H,
CH), 2,41 (d, 2H, CH2), 2,65 (m, 1H, CH), 2,88 (m, 1H, CH), 3,11 (d, 1H, CH), 3,62 (q,
1H, CH), 7,05 (s, 3H, CH-Ar), 7,10 (d, 2H, CH-Ar), 7,18 (d, 2H, CH-Ar), 9,12 (s, 1H,
NH); RMN 13C (600 MHz, DMSO-d6): 8¢ 14,05 (CHs), 18,19 (2CHs), 18,62 (CHa),
20,33(CHz), 22,24 (CH2), 23,15 (2CH3), 24,91 (CH), 28,27 (CH), 29,69 (CH2), 30,23
(CH2), 44,30 (CHz2), 44,45 (CH), 51,15 (CH2), 55,98 (CH2), 67,56 (CH), 126,48 (CH-
Ar), 127,17 (2CH-Ar), 127,77 (2CH-Ar), 129,02 (2CH-Ar), 135,12 (C-Ar), 135,41 (2C-
Ar), 138,64 (C-Ar), 139,59 (C-Ar), 171,95 (NHCO), 175,62 (C=0).

[BisOct(MIM)2][2IBU]: Ca2He2N4O4. RMN *H (600 MHz, D20): 3+ 0,69 (d, 12H, 4CHg),
1,19 (m, 8H, 4CH), 1,31 (d, 6H, 2CH3s), 1,67 (m, 6H, 2CH2, 2CH), 2,25 (d, 4H, 2CH>),
3,54 (q, 2H, 2CH), 3,74 (s, 6H, 2CHs3), 4,01 (t, 4H, 2CH>), 6,93 (d, 4H, 4CH), 7,23 (d,
4H, 4CH), 7,27 (d, 2H, 2CH), 7,29 (d, 2H, 2CH).

Os dados espectrais de RMN 'H estdo de acordo com os dados relatados na
literatura (VIEIRA et al., 2019). Portanto os dados de RMN 13C n&o foram adquiridos.

[DIF][IBU]: C30H39NOs. RMN H (600 MHz, DMSO-d6): &1 0,85 (d, 6H, 2CHs), 1,33 (d,
3H, CHa), 1,80 (m, 1H, CH), 2,21 (s, 6H, 2CHs-Ar), 2,40 (d, 2H, CHz2), 2,57 (t, 2H, CH2),
3,48 (t, 2H, CH>), 3,60 (g, 1H, CH), 5,45 (s, 1H, CH), 7,08 (d, 2H, 2CH-Ar), 7,19 (d,
2H, 2CH-Ar), 7,23 (t, 2H, 2CH-Ar), 7,33 (t, 4H, 4CH-Ar), 7,36 (d, 4H, 4CH-Ar); RMN
13C (600 MHz, DMSO-d6): 8¢ 18,78 (CHa), 22,23 (2CHs), 29,68 (CH), 44,31 (CH2), 44,8
(CH), 45,22 (2CHs3), 58,10 (CHz), 66,37 (CH2), 82,73 (CH), 126,58 (4CH-Ar), 127,17
(2CH-Ar), 127,29 (2CH-Ar), 128,37 (4CH-Ar), 128,94 (2CHAr), 138,05 (C-Ar), 139,41
(C-Ar), 142,62 (2C-Ar), 175,91 (C=0).
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4.2. ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE

As medidas das interacdes dos LI-IFAs com superficies de TiO2 e SiO2 foram
realizadas por meio da técnica de SPR em condi¢des previamente descritas no item
3.4. Ainteracdo é caracterizada por uma mudanca no indice de refracdo na superficie
do chip sensor utilizado, causando uma mudanca no angulo em que ocorre a
ressonancia plasmoénica de superficie sem a presenca do LI-IFA. Desta forma, o
sensograma obtido apresenta a variagdo entre o angulo de ressonancia inicial e final
(AB), em funcédo do tempo (s).

A sobreposicdo dos resultados com diferentes concentracdes dos LI-IFAs
formando o sensograma exibe as etapas de um ciclo de andlise. A primeira etapa
observada é a formacédo da linha base a partir da solucao utilizada como fase movel
no equipamento. Apos a injecdo da solucdo contendo o LI-IFA, observa-se a fase de
associacao a superficie do chip sensor, ocorrendo uma mudanca no indice de refracao
caracterizada pelo aparecimento de uma curva exponencial no sensograma. Apos um
determinado tempo, a velocidade de associacdo (Ka) do LI-IFA a superficie se
equipara a velocidade de dissociacéo (Kd) do LI-IFA que estava associado, levando a

formacéo de um equilibrio dindmico (equacéo 2) na superficie do chip sensor.

Kq
A+B = AB (2)
Kq

A Ultima etapa do ciclo € entdo caracterizada pela dissocia¢éo do LI-IFA da superficie
até que ocorra a total regeneracdo da linha base inicial. Ha também a possibilidade
da formagcdo de uma dissociacdo residual em que o LI-IFA forma interacdes
moleculares nao-especificas fortes o suficiente para permanecer associado a
superficie, fazendo com que a linha ndo volte para a base inicial. Na figura 16 esta

demonstrado o sensograma obtido para o [DIF][IBU] com o chip sensor de TiO2.
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Figura 16 — Sensograma da interacao do LI-IFA [DIF][IBU] com a superficie do chip
sensor de TiO2. Curvas obtidas em diferentes concentracdes de LI-IFA em solucdo

hidroalcodlica.
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Fonte: préprio autor.

Uma vez estabelecido o equilibrio dindmico, é possivel obter as constantes de
afinidade (Ka) e de dissociacdo (Kp), pois estas sdo expressas pelas constantes de
velocidade ka e kd. Entretanto, a utilizacdo da Kp (equacéo 3) é preferivel, pois esta
possui dimensdes de concentracdo (mol-Lt) e se relaciona com a quantidade de LI-

IFA que foi ligada a superficie em relacdo ao LI-IFA livre na solucéo injetada.

_ [4l[B] _ Ka
Kp = [AB] ~ Kg (3)
Desta forma, a obtengcdo do valor de Kp permite investigar a medida da
afinidade entre o LI-IFA e a superficie, visto que a Ko € uma medida direta da forga de
interacdo. Quanto menor for o valor de Kp obtido, maior sera a afinidade do LI-IFA
com a superficie. A mudanca do angulo em funcéo da concentracao que fornece os

valores de Kp para o LI-IFA [DIF][IBU] pode ser observada na figura 17.
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Figura 17 — Grafico da mudanca de angulo em funcao da concentracdo para o LI-IFA

[DIF][IBU] com a superficie do chip sensor de TiOx2.
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Fonte: préprio autor.

Os sensogramas da interacéo para os trés LI-IFAs utilizando-se o chip sensor
de TiO2 foram similares, indicando que a quantidade de LI-IFA que interage com a
superficie varia proporcionalmente com a concentragéo de LI-IFA. Os sensogramas e
gréaficos sao dados no Anexo B.

Ao analisar os resultados obtidos para todos os LI-IFAS na superficie do TiOz,
€ possivel verificar que, apos aproximadamente 500 segundos de analise, o sinal do
angulo em que ocorre a ressonancia com o LI-IFA retorna a linha a base inicial, ou
seja, para um sistema de fluxo constante, apés determinado tempo, todo o LI-IFA
associado na superficie do chip de TiO2 é dissociado, ndo possuindo assim, fortes
interacdes que fizessem com que o LI-IFA permanecesse retido na superficie.

O tratamento matematico dos dados foi realizado usando o software
TraceDrawer®, o qual utiliza a equacao 1, ja descrita previamente na introducéo do
trabalho, que fornece os valores de Kp para cada sensograma dos LI-IFAs. Os valores
de Kp para os LlIs estudados sé&o dados na tabela 3. A partir da definicdo da Ko sabe-

se que o menor for o valor de Kp corresponde a uma maior afinidade com a superficie.
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Tabela 3 — Constantes de dissociacao (Kp) que descrevem a afinidade da interacao
dos LI-IFAs com a superficie do chip sensor de TiOz2.

LI-IFAs Kb (M) Erro
[BUP][IBU] 1,34 x 103 3,11 x 101
[BisOct(MIM)2][21BU] 3,81 x 103 1,71 x 101

[DIF][IBU] 9,49 x 10! 1,27

Baseando-se nesses resultados, uma ordem de afinidade com a superficie de

TiOz2 foi estabelecida a partir os valores de Kb:

[BisOct(MIM)2][IBU] < [BUP][IBU] < [DIF][IBU]

Para caracterizar qual o tipo de interacdo que ocorre entre o LI-IFA e a
superficie de TiO2, que expligue a ordem de afinidade observada, € necessario,
primeiramente, analisar 0s possiveis sitios de interacdo nessa superficie. De acordo
com Gindri (GINDRI et al, 2015), a superficie do TiO2 possui dois sitios de interacao,
um deles é um local basico doador de elétrons (oxigénio carregado negativamente)
enquanto que o outro é um local acido receptor de elétrons (titAnio carregado
positivamente). Entretanto, de acordo com Bender (BENDER et al, 2018) o diéxido de
tithnio quando se encontra na fase anatase possui uma grande tendéncia da sua
camada superficial externa em estar hidratada, alterando-se, assim, os locais de
interacdo e como ocorre a interacdo deste para com os LI-IFAs.

Pode-se dizer que as principais interacdes intermoleculares que ocorrem entre
os LI-IFAs e a superficie de TiO2 séo interacdes idnicas e interacdes elestrostaticas,
tais como as ligacdes de hidrogénio. Considerando-se o anion [IBU], que é o
constituinte comum em todos os LI-IFAs, este possui a porgéo carboxilato em sua
estrutura como sitio de interacdo. Este sitio pode interagir com a superficie de duas
maneiras, uma delas é formando ligagbes de hidrogénio do tipo O-H---O entre as
hidroxilas com a carga descentralizada do carboxilato e a outra ocorre por meio de
interacOes idnicas desta mesma carga do carboxilato com o cétion titanio (IV). O cation
[DIF]* possui o sitio de interacdo do nitrogénio quaternario, carregado positivamente
gue interage com 0s oxigénios carregados negativamente presentes na superficie do

TiO2 por interacdes ibnicas. Esse cation também pode interagir por ligacbes de
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hidrogénio do tipo O-H---O entre as hidroxilas da superficie com o oxigénio da fungéo
éter, e ligacdes de hidrogénio do tipo N-H---O entre o hidrogénio ligado ao nitrogénio
quaternério e os oxigénios das hidroxilas presente na superficie. O cation [BUP]*
possui trés sitios de interacdo que podem fazer ligacbes de hidrogénio, uma do tipo
N-H---O entre a fungdo amida e as hidroxilas presente na superficie, outra do tipo N-
H---O entre a amina quaternéaria e as hidroxilas presente na superficie, e por dltimo
uma do tipo O-H---O entre as hidroxilas da superficie e o oxigénio da funcdo amida.
Este cation também possui um sitio de interacdo eletrostatico entre o nitrogénio
guaternario com 0s oxigénios carregados negativamente presentes na superficie. O
cation [BisOct(MIM)2]?* entretanto possui as cargas positivas presentes em cada anel
imidazolineo que estéo dispersas por efeito de ressonancia e que podem interagir por
interacdes ibnicas com os oxigénios carregados negativamente do TiO2 da superficie
do chip sensor.

Para explicar-se a atribuicdo da ordem de afinidade obtida pela SPR baseando-
se em interacfes idnicas e ligacdes de hidrogénio é necessario compreender que
interagcfes do tipo ion-ion possuem uma energia tipica aproximadamente 12 vezes
maior do que interacdes intermoleculares de hidrogénio (ATKINS, 2018), ou seja,
interacdes ibnicas possuem uma maior influéncia nas intera¢des que ocorrem entre o
LI-IFA e o chip sensor. Assim, a maior afinidade do [DIF][IBU] com o chip sensor pode
ser explicada devido ao seu cation [DIF]* possuir a sua carga concentrada em um
nitrogénio quaternario menos impedido do que, por exemplo, a carga concentrada no
cation [BUP]*, facilitando assim, a interacdo ibnica. Desta forma, levando-se em
consideracao o fato da interacéo eletrostatica possuir uma maior influéncia sobre os
valores de Kp obtidos, o anion [IBU] também contribui de forma efetiva sobre os
valores, visto que seu sitio de interacdo carboxilato ndo possui impedimento estérico.
Essa hipotese pode ser considerada também quando analisamos o
[BisOct(MIM)2][21BU] que possui dois anions contribuindo para forga de interagéo
ibnica, uma vez que 0 a carga no cation esta dispersa diminuindo sua magnitude da
interacdo, sendo entdo o ibuprofenato responsavel pelo valor de Kp obtido.

Contudo, outras interagdes intermoleculares que podem afetar a afinidade entre
o LI-IFA e a superficie do chip sensor ndo podem ser descartadas como, por exemplo,
interacdes do tipo ion-dipolo e dipolo-induzido. Ainda, fatores como forga de interacao

cation-anion, onde supfe-se que quanto maior a forca dessa interacdo, menor a



44

disponibilidade dos ions para interagir com a superficie do chip sensor. O volume
molecular do LI-IFA é outro ponto a ser considerado, o [BisOct(MIM)2][2IBU] que por
ter um cétion mais volumoso do que os outros e dois anions acaba saturando a area
superficial de contato do chip sensor mais rapidamente, impedindo que mais LI-IFAs
consigam se rearranjar ou interagir na superficie. Assim, um estudo mais aprofundado
e com diferentes técnicas como, por exemplo, Espectroscopia de Fotoelétrons
Excitados por Raios X (do inglés X-ray Photoelectron Spectroscopy - XPS), seriam
necessarias pra informar precisamente qual a interacdo que ocorre entre o LI-IFA e 0
TiO2.

Recentemente, Wust (Wust, 2018) estudou a interacéo entre o [BUP][IBU] e o
[DIF][IBU] com a superficie de SiO2 por SPR usando um chip sensor de SiOz. A autora
determinou os valores da constante de dissociagcdo, assim, € possivel estabelecer
uma comparacao da afinidade da interacédo entre todos os LI-IFAs discutidos neste
trabalho com as diferentes superficies (TiO2 e SiOz). Para tanto, as medidas da Kb
para o [BisOct(MIM)2][2I1BU] foram realizadas no mesmo equipamento e o tratamento
dos dados foi 0 mesmo que aqueles utilizados por por Wust (Wust, 2018) com um chip
sensor de SiO2. Os valores da Kp para os LI-IFAs com a superficie do chip sensor de
SiO2 podem ser observados na tabela 4. Os sensogramas e graficos que ndo sao

mostrados aqui estao descritos no Anexo B.

Tabela 4 — Constante de dissociagcéo (Kp) que descrevem a afinidade de interacéo
do LI-IFAs e a superficie do chip SiOa.

LI-IFAs Kb (M) Erro
[BUP][IBU]? 8,38 x 102 5,33 x 103
[BisOct(MIM)z][IBU] 7,92 x 102 3,69 x 101
[DIF][IBU]? 1,58 x 101 1,74 x 103

a Determinado por Wust (Wust, 2018).

Os valores observados da Kp quando utilizado uma superficie de SiO:2
demonstraram uma ordem de afinidade diferente da observada anteriormente com a
superficie de TiO2, além de também demonstrarem valores de Ko menores quando

comparados ao chip de TiO2z indicando que os Lls interagem de forma mais efetiva
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com o SiO2. A ordem de afinidade obtida € a seguinte: [BisOct(MIM)2][IBU] < [DIF][IBU]
< [BUP][IBU] e indica que o LI-IFA que agora possui uma maior afinidade com a
superficie utilizada € o [BUP][IBU].

Sabendo-se que os sitios de interagdo dos LI-IFAs com a superficie de SiO2
continuam sendo os mesmos que quando utilizou-se a superficie de TiO2, pode-se
estabelecer a hipotese de que a afinidade muda conforme o éxido utilizado.

O sensograma obtido para o LI-IFA [BUP][IBU] mostrado na figura 18, mostra
que, apos 600 segundos de andlise, o sinal do angulo em que ocorre a ressonancia
com o LI-IFA interagindo na superficie ndo retornou a linha base, ou seja, que no
tempo de analise estipulado identifica-se uma dissociagéo residual em que parte do

LI-IFA fica retido na superficie devido a fortes interacdes ndo-especificas.

Figura 18 — Sensograma da interacao do LI-IFA [BUP][IBU] com a superficie do chip
sensor de SiO2. Curvas obtidas em diferentes concentracdes de LI-IFA em solucdo

hidroalcodlica.
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Fonte: Wust, 2018.

A maior afinidade dos LI-IFAS pela superficie podem ser explicadas levando
em consideracdo as propriedade do SiO2. O SiO2, também comumente conhecido
como silica, € composto por unidades tetraédricas de [SiO4]* (figura 19) que através
do compartiihamento dos oxigénios (pontes de siloxano) com outra unidade
tetraédrica forma uma rede cristalina tridimensional. Na superficie da silica, devido a

sua hidratacdo, pode-se encontrar diferentes tipos de silandis, sendo estes
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classificados como silanadis vicinais e geminais (figura 20) os quais sdo sensiveis a
interacOes e reacbes (GOMES, L. S. et al, 2018; COMAS-VIVES, A., 2016).

Figura 19 — Unidade bésica dos tetraedros de silica [SiO4]*.

“go

Figura 20 — 5. Esquema da estrutura da superficie da silica hidratada. Destacados os

Fonte: préprio autor.

grupos (1): Silanol vicinal; (2): Silanol geminal; (3): Siloxano.

Fonte: proprio autor.

Os silandis presentes na superficie podem entéo interagir por meio de ligacées
de hidrogénio. Além disso, a superficie do SiO2 também possui outros dois sitios de
interacéo, o local basico doador de elétrons (oxigénio carregado negativamente do
siloxano) e o local acido receptor de elétrons (silicio carregado positivamente). A
estrutura superficial irregular da silica pode ser a causa para a maior afinidade
encontrados para os LI-IFAs utilizando-se o chip sensor de SiO2. Além da
possibilidade de haver uma maior quantidade de hidroxilas disponiveis para interacao
na superficie e uma maior facilidade de interagdo com o oxigénio doador de elétrons

do siloxano.
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As propriedades quimicas dos elementos titanio e silicio também devem ser
levadas em consideracdo, pois fatores como a eletronegatividade, conceito que
justifica energias de ligacdo e os tipos de ligacdo formadas entre as substancias
(SHRIVER, ATKINS, 2018), podem afetar a forma com que ocorrem as interacdes
entre o LI-IFA e a superficie. A partir dos valores de eletronegatividade observa-se
que o silicio (1,90) demonstrar um maior valor de eletronegatividade quando
comparado ao titanio (1,54) indicando, assim, um dos possiveis fatores da melhor
afinidade dos LI-IFAs com o silicio.

Além da diferenca de afinidade entre a superficie dos dois 6xidos com os LI-
IFAs, é importante mencionar que a ordem de afinidade obtida foi diferente. O principal
responsavel por essa diferenca é o LI [BUP][IBU], porém ao analisarmos mais
detalhadamente o resultado obtido para a interagéo entre o [BUP][IBU] com o chip
sensor de SiOz2, verificou-se que o valor da Kp foi determinada sem respeitar o principio
do equilibrio postulado na equacao 2 para as concentracées 25mM e 50mM. Este fator
é importante porque somente quando estabelecido um equilibrio a resposta de
interacao do LI-IFA com a superficie € diretamente proporcional a concentracao de LI-
IFA utilizada. Somente com a resposta em equilibrio é que a Kp pode ser determinada
(SCHASFOORT, 2017).

Desta forma, optou-se por ndo incluir o [BUP][IBU] na ordem de afinidade
determinada. Os resultados ja obtidos para o SiO2 ndo foram considerados neste
trabalho e os experimentos séo refeitos para comparacéo posterior. Vale ressaltar que
a repeticdo seria apenas para o [BUP][IBU] visto que para os demais LI-IFAs a
condicdo do equilibrio foi alcancada. Assim, se considerarmos apenas a interacao dos
LI-IFAs [BisOct(MIM)2][2IBU] e [DIF][IBU] com o TiOz e SiO2, a ordem de interagéo
seria a mesma, na qual o [DIF][IBU] > [BisOct(MIM)2][2I1BU].
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento deste trabalho permitiu que os seus objetivos fossem
alcancados, de forma que as principais conclusdes sao:

Os LI-IFAs de interesse [BUP][IBU], [BisOcr(MIM)2][21BU] e [DIF][IBU]
foram sintetizados por meio de reacdes de metatese e caracterizados por
1H e 13C RMN.
A afinidades entre os LI-IFAs e as superficies de TiO2 e SiO2 foram
estabelecidos de forma quantitativa pela determinacdo do Kp usando SPR.
O [DIF][IBU] apresentou uma melhor afinidade com as superficies testadas.
Isto pode ser explicada devido as inUmeras interagdes que existem no
sistema, sendo que fatores que afetam as interacfes iGnicas tais como
concentracdo de carga, efeito estérico e de ressonancia favorecem a maior
concentracdo de carga e menor efeito estérico neste LI.
Os experimentos realizados demonstraram que os LI-IFAs possuem uma
maior afinidade pelo SiO2. As justificativas apresentadas estdo
relacionadas as irregularidade da superficie do SiO2 que apresenta mais

sitios de interacéao.

De maneira geral, o trabalho desenvolvido mostrou-se satisfatério para o
objetivo estabelecido, porém é necesséario a execucdo de diferentes técnicas de
analises para uma discussdo mais aprofundada e apresentacdo de evidéncias das
interacbes moleculares que possam estar ocorrendo e que expliguem os valores da

ordem de afinidade obtida.
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ANEXO B - SPR

Figura B1 — Sensograma da interacao do LI-IFA [BUP][IBU] com a superficie do chip
TiO2. Curvas obtidas em diferentes concentragbes de LI-IFA em solucéo

hidroalcodlica.
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Fonte: préprio autor.

Figura B2 — Sensograma da interacdo do LI-IFA [BisOct(MIM)z][2IBU] com a superficie
do chip TiO2. Curvas obtidas em diferentes concentracbes de LI-IFA em solucdo

hidroalcodlica.
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Fonte: préprio autor.
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Figura B3 — Sensograma da interacao do LI-IFA [BisOct(MIM)2][2IBU] com a superficie

do chip SiO2. Curvas obtidas em diferentes concentragbes de LI-IFA em solucdo

hidroalcodlica
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Figura B4 — Sensograma da interacdo do LI-IFA [DIF][IBU] com a superficie do chip

SiOa2.
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Fonte: Wust, 2018.
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Figura B5 — Grafico da mudanca de angulo em funcéo da concentracao para o LI-IFA

[BUP][IBU] com a superficie do chip sensor de TiO2
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Figura B7 — Gréfico da mudanca de angulo em funcéo da concentracao para o LI-IFA

[BisOct(MIM)2][2IBU] com a superficie do chip sensor de TiO2
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Figura B7 — Grafico da mudanca de angulo em fungéo da concentracao para o LI-IFA

[BUP][IBU] com a superficie do chip sensor de SiO2.
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Fonte: Wust, 2018.
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Figura B8 — Gréfico da mudanca de angulo em funcdo da concentracao para o LI-IFA

[BisOct(MIM)2][2I1BU] com a superficie do chip sensor de SiO2
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Figura B9 — Grafico da mudanca de angulo em funcéo da concentracao para o LI-IFA

[DIF][IBU] com a superficie do chip sensor de SiO2
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