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RESUMO

ESTABILIDADE TERMICA, OXIDATIVA E SUPORTE EM SILICA MESOPOROSA
DE LIQUIDOS IONICOS DERIVADOS DO IBUPROFENO

AUTOR: Keli Maiara Wust
ORIENTADOR: Clarissa Piccinin Frizzo
COORIENTADOR: Marcos Antbnio Pinto Martins

Neste trabalho, a estabilidade térmica e oxidativa de uma série de liquidos idnicos (LIS)
derivados de ingredientes farmacologicamente ativos (LI-IFAsS) com anion ibuprofenato e os
cations: ranitidina [RAN][IBU], lidocaina [LID][IBU], bupivacaina [BUP][IBU] e difenidramina
[DIF][IBU]) foram avaliadas. A decomposicao foi determinada por meio de métodos térmicos
e oxidativos com e sem perodxido de hidrogénio (H20) sob radiacdo UV-C. Os resultados
mostram que os LI-IFAs séo estaveis até 160 °C, e tém uma energia de ativacdo de 60-100
kJ mol* para a decomposicéo térmica, ou seja, requerem consumo de energia para iniciar a
decomposicdo. Sob condi¢gbes isotérmicas, os LI-IFAs mostram-se estaveis até 50 °C, no
entanto, totalmente decompostos ap6s 24 h a 100 °C. Os tempos de meia vida obtidos para
faixa de 20-40 °C mostraram que os LI-IFAs podem levar dias (ti2 = 18-72) a anos (tiz2 = 13-
35) para serem decompostos. Por outro lado, a decomposi¢do oxidativa em agua com e sem
H.0; foi mais rapida (t12 = 4-12 min e 2-5 h, respectivamente) resultando em decomposicao
dos LI-IFAs de minutos a horas. A seguir os mesmos LI-IFAs foram suportados em silica
mesoporosa com poros de 60 A e 90 A por um processo simples e eficaz (adsorgdo pelo
solvente) nas proporcdes 10, 20 e 50% em peso. As técnicas de caracterizacao ndo indicaram
mudangas de cristalinidade dos materiais suportados. Por outro lado, imagens de microscopia
eletrbnica de varredura e transmissdo mostram variacdes na morfologia da silica apos a
adsorcdo dos LI-IFAs. A estabilidade térmica dos LI-IFAs suportados na silica 60 A teve um
aumento até a proporcéo de 20%, e quando suportados na silica 90 A, aumentou apenas na
propor¢do 10%, o que indicou mudancas de interagdo com a mudanca do tamanho do poro.
A técnica de adsorcao/dessor¢cdo de N2 mostrou que o suporte dos LI-IFAs ocorre pela
adsorcao dos mesmos nos poros da silica pois indica que apds o suporte ocorreu a diminuicédo
da area especifica e volume dos poros. Os perfis de liberacdo foram avaliados pelo método
de saco de dialise em dois meios de dissolu¢do, e mostraram-se sustentados uma vez que o
efeito burst ndo foi observado. A atividade anti-inflamatoria dos LI-IFAs foi testada e mostrou
gue o LI-IFAs [DIF][IBU] apresenta atividade de nocicep¢do, mais eficaz que o ibuprofenato
de sddio, 99,6% e 46,2% respectivamente. Baseado nisso, este LI-IFAs foi suportado em
silicas MCM-41 e SBA-15 na propor¢do 20% em peso. As técnicas de caracterizagcdo nédo
indicaram mudancas de cristalinidade dos materiais suportados. A estabilidade térmica teve
um aumento apenas quando [DIF][IBU] estava suportado em SBA-15, com aumento de 59 °C
em relacdo ao LI-IFAs puro. A técnica de adsorcdo/dessorcao de N> comprovou a adsorgcao
do LI-IFAs nos poros das silicas, pois houve uma reducdo de 37% do volume do poro para
SBA-15 e 44% para MCM-41. A liberacdo em dois meios de dissolu¢cdo mostrou que a silica
SBA-15 (81%) é capaz de liberar maiores quantidades do LI-IFAs do que a silica MCM-41
(74%).

Palavras-chave: Liquidos ibnicos farmacologicamente ativos; estabilidade térmica;
estabilidade oxidativa; silica mesoporosa; liquidos ibnicos suportados.



ABSTRACT

THERMAL AND OXIDATIVE STABILITY AND SUPPORT IN MESOPOROUS
SILICA OF IBUPROFEN-BASED IONIC LIQUIDS

AUTHOR: Keli Maiara Wust
ADVISOR: Clarissa Piccinin Frizzo
CO-ADVISOR: Marcos Antdnio Pinto Martins

In this work, the thermal and oxidative stability of a series of ionic liquids (ILs) derived from
active pharmaceutical ingredients (IL-APIs) with ibuprofen anion and cations: ranitidine
[RAN][IBU], lidocaine [LID][IBU], bupivacaine [BUP][IBU] and diphenhydramine [DIP][IBU]
were evaluated. The decomposition was determined by thermal and oxidative methods with
and without hydrogen peroxide (H2O2) under UV-C radiation. The results showed that IL-APIs
are thermally stable up to 160 °C, and have an activation energy of 60-100 kJ mol* for thermal
decomposition, that is, requires energy consumption to initiate decomposition. Under
isothermal conditions, the IL-APIs are stable up to 50 °C, however, fully decomposed after
24h, at 100 °C. The half-life times, obtained for the 20-40 °C range, showed that IL-APIs can
take days (t1. = 18-72) for years (11, = 13-35) to be decomposed. On the other hand, oxidative
decomposition in water with and without H.O. was faster (ti2 = 4-12 min and 2-5h,
respectively), resulting in the decomposition of IL-APIs from minutes to hours. The same IL-
APIs were then supported on mesopours silica with 60 A and 90 A pores by a simple and
efficient (adsorption from solution) process in the proportions 10, 20 and 50 wt%.
Characterization techniques did not indicate changes in crystallinity of the supported materials.
On the other hand, scanning and thansmission electron microscopy images show variations in
the morphology of silica after adsorption of IL-APIs. The thermal stability of the supported IL-
APIs on silica 60 A had an increase up to the ratio of 20 wt%, and when supported on silica 90
A, increase only in the proportion 10 wt%, which indicated changes in interaction with the
change in pore size. The N, adsorption/desorption technique, showed that the support of the
IL-APIs occurs by the adsorption in pores of the silica because it indicates that after the support
occurred the decrease of the specific area and volume of the pores. The release profiles were
evaluated by the dialysis bag method in two dissolution media, and were shown to be sustained
since the burst effect was not observed. The anti-inflammatory activity of IL-APIs was tested
and showed that IL-APIs [DIP][IBU] had nociceptive activity, more effective than ibuprofenate
sodium, 99.6% and 46.25, respectively. Based on this, this IL-APIs was supported on silica
MCM-41 e SBA-15 in proportion 20 wt%. Characterization techniques did not indicate changes
in crystallinity of the supported materials. Thermal stability increased only when [DIP][IBU] was
supported on SBA-15, increasing by 59 °C over pure IL-APIs. The N, adsorption/desorption
technique proved the adsorption of the IL-APIs in the silica pores, as there was a 37%
reduction in pore volume for SBA-15 and 44% for MCM-41. The release in two media showed
that silica SBA-1 (81%) is capable of releasing larger amounts of IL-APIs than MCM-41 (74%).

Keywords: Active pharmaceutical ionic liquids, thermal stability, oxidative stability,
mesoporous silica, supported ionic liquids.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

Liquidos i6nicos (LIs) sao sais organicos que fundem a temperaturas abaixo de
100 °C (MARTINS et al., 2014). Estes sais pertencem a uma classe de compostos que
podem ser facilmente modificadas (alterando céations e anions) para obter as
propriedades esperadas (JONES et al., 2006; SMIGLAK; METLEN; ROGERS, 2007,
KATRITZKY et al., 2005; HOUGH et al., 2007). Esta relagéo estrutura-propriedade
possibilita aos Lls atuarem como plataforma tecnolégicas como a quimica
farmacéutica, medicinal e quimica de materiais — areas nas quais ha necessidade de
encontrar novos produtos quimicos com propriedades especificas.

Quando os LIs baseados em 1-alquil-3-metilimidazol foram reportados por
Wilkes e col. (1982), eles foram chamados de primeira geracdo devido as
propriedades fisicas como baixa ou nenhuma volatilidade e alta estabilidade térmica.
A segunda geracéao de Lls direcionou-se a possibilidade de unir propriedades fisicas
e quimicas, que podem ser aplicados como materiais energéticos, lubrificantes e na
complexacao de ions metéalicos (JOHN S. WILKES AND MICHAEL J. ZAWOROTKO,
1992). Finalmente, a terceira geracao de LIs formada pela combinacao de céations e/ou
anions de ingredientes farmacologicamente ativos (IFAs) surgiu visando a producao
de LIs com atividade farmacoldgica. Além disso, essa geracao de LIs 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; BICA; ROGERS, 2010; MIWA; HAMAMOTO;
ISHIDA, 2016). A conversdo de um farmaco em um LI-IFAs é uma abordagem
inovadora que elimina muitos problemas, por exemplo, conversdo polimorfica ou
tendéncia a cristalizar espontaneamente no caso de farmacos amorfos, enquanto
retém a atividade farmacolégica e pode ainda neutralizar efeitos colaterais ou
indesejados (STOIMENOVSKI et al., 2010; BICA et al., 2012).

Alguns exemplos de farmacos organicos que podem ser definidos como LIs sdo
conhecidos a muito tempo na literatura, por exemplo cloreto de cetilpiridinio como anti-
séptico (ponto de fuséo 77 °C), tosilato de bretilio como antifibrilatério e antiarritmico
(ponto de fusdo 86 °C) e gentisato de fenazona como analgésico, anti-inflamatério e
antipirético (ponto de fuséo 88 °C) (Figura 1-a) (MARRUCHO; BRANCO; REBELO,
2014). Contudo, a ligacado entre sal farmacéutico como liquido i6nico a partir de

ingredientes farmacologicamente ativos (LI-IFAsS) apareceu apenas em 2007 quando



29

Rogers e col. descreveram a sintese do ibuprofenato de didecilmetilamonio, docusato
de lidocaina, e docusato de ranitidina (Figura 1-b) (HOUGH; ROGERS, 2007).

Figura 1 - (a) Estrutura dos farmacos organicos que podem ser definidos como LlIs.

(b) Estrutura dos
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farmacologicamente ativos sintetizados por Rogers e col. em 2007.

X

|@/ S)
N™ I

|
CqeHas

Cloreto de cetilpiridinio

Tosilato de bretilio

Me OH
A
Me .
N
\
HO
(@)
(0] OH

Gentisato de fenazona

(@)

Me
(0]

O@

Me. Cw*

C10H21

Me

Me

Ibuprofenato de dicecilmetilaménio
[N10,10,1,2][IBU]

O\ .0 Me

Me Me
HN pn(\wle
Me
Docusato de lidocaina
[LID][DOC]

Docusato de ranitidina
[RAN][DOC]

(b)



30

Embora se espere que nos proximos anos o numero de novos LI-IFAs aumente
devido ao interesse no tema, bem como nas suas possiveis vantagens, atualmente,
nenhuma formulacéo de LI-IFAs esta sendo produzida industrialmente, devido a falta
de conhecimento sobre seus efeitos em termos de propriedades bioldgicas e
farmacéuticas que devem ainda ser mais avaliada (MARRUCHO; BRANCO;
REBELO, 2014).

Um dos fatores mais importantes no uso destes LI-IFAs como farmacos esta
relacionado ao intervalo de temperatura em que estes sdo estaveis e mantém sua
acao farmacéutica. O conhecimento da estabilidade destes LI-IFAs € crucial para o
armazenamento, transformacfes tecnoldgicas e para desenvolvimento de
formulacbes (MARIAN et al., 2013). Além disso, do ponto de vista ambiental, a
decomposicao (no ambiente ou sob condi¢cfes controladas) desses compostos € uma
preocupacao constante, pois os medicamentos descartados no meio ambiente podem
ser detectados posteriormente na agua (CHRISTOPHORIDIS et al., 2016; BOROVA
et al., 2014; THOMAIDI et al., 2015; VIENO et al., 2007; ZIYLAN; INCE, 2011). Entre
os efeitos adversos causados por poluentes farmacéuticos estdo a toxicidade
aguatica, o desenvolvimento resistente em bactérias patogénicas e genotoxicidade
(YUAN et al., 2009).

As propriedades ligquidas dos LI-IFAs representam uma solucdo para superar
desvantagens como solubilidade limitada, baixa biodisponibilidade, polimorfismo, e
transporte limitado através de membranas, mas ao mesmo tempo pode apresentar
desafios relacionados a sua preparacdo, manuseio e necessidade de dispositivos
especiais para liberagcdo (BICA et al., 2012). A fim de contornar as possiveis
desvantagens das propriedades liquidas destes LI-IFAs, uma estratégia conhecida
como fase liquida ibnica suportada (SILP — do inglés - supported ionic liquids phase
pode ser aplicada com sucesso, pois fornece uma maneira facil de manipular e dosar
estes LI-IFAs liquidos com vantagens adicionais, tais como melhoria na estabilidade
térmica e liberacdo completa do suporte solido (BICA et al., 2012).

A aplicacédo de materiais mesoporosos como material de suporte ja vem sendo
investigada como uma via de administracdo de medicamentos (CAVALLARO et al.,
2004; DOADRIO et al., 2006; IZQUIERDO-BARBA et al., 2005; SONG; HIDAJAT;
KAWI, 2005; DOADRIO et al., 2004), o que abriu novas possibilidades para enfrentar
as deficiéncias dos sistemas de dosagem convencionais atuais. Formulacfes para

liberacdo controlada de farmacos apresentam muitas vantagens que superam as
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formas convencionais, tais como reducao da frequéncia de doses, efeito terapéutico
prolongado, e reducdo da toxicidade (QING YANG et al., 2005). Estas vantagens,
tornam as tecnologias de liberacdo promissoras, com um crescimento anual de
aproximadamente 10%, e um mercado que consome anualmente milhdes de dolares
(SAHOO; LABHASETWAR, 2003). Materiais inorganicos porosos, tais como, zedlitas,
xerogel, e silica porosa surgiram com uma nova categoria de materiais para uso em
sistemas de liberagcdo (KORTESUO et al., 2000; AHOLA et al., 2000; AMBROGI et al.,
2001; UGLEA et al., 1995), devido algumas caracteristicas interessantes, como
estabilidade biologica, biocompatibilidade, propriedades de adsorcéo e liberacdo de
farmacos (UNGER et al., 1983).

E importante ressaltar também que escolha do ibuprofeno como formador dos
LI-IFAs se deve ao fato deste farmaco ser utilizado como um anti-inflamatorio,
analgésico e antipirético, sendo um dos farmacos mais vendidos no mundo segundo
a Organizacdo Mundial da Saude (GEISSLINGER et al., 1993). Embora este farmaco
apresente uma elevada permeabilidade na parede gastrica, ndo consegue entrar na
circulagéo sistémica, devido a sua reduzida solubilidade em agua a 25°C (0,020 —
0,080 mg mL™1). Além disso, pode apresentar efeitos secundarios como complicacdes
gastrointestinais (DOMANSKA et al., 2009; MANRIQUE; MARTINEZ, 2007; PATEL et
al., 2011). Muitos trabalhos séo relatados na literatura, visando a transformacéo deste
farmaco em LI-IFAs, e até mesmo no desenvolvimento de sistemas de controle de
entrega utilizando o farmaco na sua forma pura.

Desta forma, considerando o interesse no desenvolvimento de novos materiais
com propriedades fisicas, quimicas e farmacolbgicas vantajosas; o objetivo geral
desta Tese foi determinar a estabilidade térmica e oxidativa de uma série de liquidos
ibnicos farmacologicamente ativos derivados do ibuprofeno (Figura 2), bem como,
estabelecer e caracterizar a interacdo destes LI-IFAs com silica mesoporosa para o
desenvolvimento de um material que combine as vantagens do estado sélido da silica
com as vantagens das propriedades liquidas de um LI-IFAs para o desenvolvimento

de um sistema de liberacdo controlada.
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Figura 2 - Estruturas dos LI-IFAs derivados do ibuprofeno avaliados nesta Tese.
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Os objetivos especificos podem ser resumidos em:

Objetivo 1: Determinar a estabilidade térmica e oxidativa de uma série de
liquidos ibnicos farmacologicamente ativos derivados do ibuprofenato (Figura 3).

Considerando o potencial dos LI-IFAs como farmacos, é necessario investigar
sua decomposicéao para fornecer informagdes sobre sua estabilidade e pureza (BASU;
ALEXANDER; RIGA, 2006) que determinam o manuseio/processo de formulacdo e
conferem uma estimativa da validade, que por sua vez afeta diretamente a eficiéncia
terapéutica e a toxicidade (LIRA et al., 2007). Assim, este objetivo tem por finalidade
observar e investigar a decomposicao térmica e oxidativa dos LI-IFAs, e determinar
0s parametros termodinamicos e cinéticos desta reacdo, tais como: a energia de
ativacao (Ea), o fator de Arrhenius (A), constante de velocidade (k), energia de Gibbs
(AGY), entalpia (AHY), entropia (AS?); tempo de meia vida (t12) térmico e fotoquimico.

Hipotesel. A decomposicao térmica, fotolitica e fotocatalitica do ibuprofeno tem
sido amplamente investigada sob diferentes condicdes experimentais, nestes casos

0s parametros cinéticos tém sido determinados e os mecanismos de decomposi¢ao
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propostos (KIM; YAMASHITA; TANAKA, 2009; KIM; TANAKA, 2009; YUAN et al.,
2009; PEREIRA; LINDEN; WEINBERG, 2007; DA SILVA et al., 2014; MENDEZ-
ARRIAGA; ESPLUGAS; GIMENEZ, 2008; SZABO et al., 2011). No entanto, quando
um LI-IFAs é formado, um composto com propriedades desconhecidas também é
formado. Assim, as diferentes estruturas dos cations que interagem com 0 anion
ibuprofenato afetam a cinética e 0 mecanismo de decomposicéo térmica, fotolitica e
fotolocatalitica. Até onde sabemos, nenhum desses parametros foi determinado para
oS LI-IFAs.

Figura 3 - Esquema geral correspondente ao Objetivo 1.
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Objetivo 2: Estabelecer e caracterizar a interacdo dos LI-IFAs com silica
mesoporosa para o desenvolvimento de um sistema de liberagdo controlada a partir
de um material de facil manuseio e preparo (Figura 4).

A forma liquida dos LI-IFAs pode apresentar desvantagens relacionados a a
sua preparacdo, manuseio e a necessidade de um mecanismo de entrega. Desta
forma, uma estratégia tem sido desenvolvida, conhecida como fase liquida ibnica
suportada (SILP - do inglés - supported ionic liquid phase) (MEHNERT et al., 2002;
BICA et al., 2012). Esta estratégia ndo sé pode ser aplicada aos LI-IFAs como também
fornece uma maneira facil de manipular e dosar estes LI-IFAs. Entre os sistemas de

administracdo, os materiais porosos inorganicos sédo de grande interesse (HEIKKILA
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et al., 2007). Destes compostos ordenados mesoporosos, a silica parece ser um bom
candidato como sistema de liberacdo de farmacos, devido as suas propriedades, tais
como tamanho de poros sintonizaveis com boa distribuicdo, boa biocompatibilidade e
alta area superficial (WANG, 2009). A necessidade de melhorar a eficacia na
administracdo de medicamentos levou a um rapido crescimento da tecnologia voltada
as formas de entrega destes.

Hipdtese 2: Alguns LI-IFAs derivados de ibuprofeno e aciclovir apresentaram
bom desempenho como materiais suportados em silica mesoporosa (ANDREEA
COJOCARU et al.,, 2014). Os LI-IFAs formados a partir do ibuprofeno podem
desenvolver estas propriedades, e a estrutura dos cations afetar os parametros de
interacado com a silica mesoporosa podendo modificar o perfil de liberacdo controlada.

Para que este objetivo se concretize, os LI-IFAs seréo suportados na silica
mesoporosa com poros de 60 A (Si02-60) e 90 A (Si02-90), e nas silicas MCM-41 e
SBA-15 com poros organizados. As alteracbes na estabilidade térmica, a
cristalinidade, e morfologia seréo avaliadas. Posteriormente, a adsorgéo dos LI-IFAs
na silica sera avaliada pela técnica de adsorcdo/dessorcao de Nz e a afinidade entre
os LI-IFAs com a superficie da silica serd avaliada pela técnica de ressonancia
plasmoénica de superficie (SPR). Finalmente, serédo realizados os experimentos de
liberacao in vitro dos LI-IFAs suportados na silica em solucdo tampéao (PBS — do inglés
— phosphate buffer saline) e fluido gastrico simulado (FGS). Testes de atividade anti-
inflamatoéria devem ser realizados para avaliar se mudancas estruturais promovidas

pela formacéo dos LI-FAs a partir do ibuprofeno alteram sua atividade farmacolégica.



Figura 4 - Esquema geral correspondente ao Objetivo 2.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Nesta parte da Tese serdo apresentadas referéncias relacionadas com os
estudos realizados neste trabalho.

Inicialmente serdo apresentados 0s modelos matematicos utilizados na
obtencéo da cinética de decomposicéo térmica usando técnica termogravimétrica e
fotoquimica dos LI-IFAs. Além disso, serdo apresentadas publicacbes sobre estas
propriedades em sistemas relacionados aos LI-IFAs.

A seguir serdo apresentadas as principais caracteristicas e propriedades
relacionadas a silica como material de controle de liberacdo, bem como as formas de
obtencdo dos materiais suportados e as técnicas experimentais mais importantes na
sua caracterizacéo. Seguido da discussao de publicagdes que investigam a utilizacao

da silica como material de suporte e controle de liberacdo de LI-IFAs.

2.1 CINETICA DE DECOMPOSICAO

2.1.1 Cinética de decomposicéo térmica

Vérios estudos da literatura sdo voltados para a decomposicao térmica de Lls,
entretanto, até o momento nenhum estudo térmico mais aprofundado foi realizado
para os LI-IFAs. Considerando o potencial dos LI-IFAs como farmacos, é necessario
investigar sua decomposicdo para fornecer informacfes sobre sua estabilidade
(BASU; ALEXANDER; RIGA, 2006).

As analises térmicas sao um conjunto de métodos rotineiros na caracterizacao
de farmacos, e séo Uteis na fase de pré-formulacdo. A estabilidade térmica de um
farmaco é um dado muito importante, pois esta relacionado ao intervalo de
temperatura em que o medicamento é estavel em relacdo a sua estrutura, bem como
a sua acado farmacéutica (MARIAN et al., 2013), por isto, muitos métodos de
degradacéo forcada em elevadas temperaturas sao estudados (TITA et al., 2009).

Dentre as técnicas analiticas de andlises térmicas, encontra-se a
termogravimetria (TG). Esta técnica quantitativa € capaz de produzir resultados
rapidos e reprodutiveis, e pode ser utilizada no controle de qualidade de
medicamentos, tendo em vista a melhoria do produto final (FELIX et al., 2009;

MACEDO et al., 1999).
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O comportamento térmico das substancias também pode ser caracterizado
pela analise cinética, cujo principal objetivo € determinar o(s) mecanismo(s) de reacao
e calcular os parametros de Arrhenius. Existem duas maneiras de fazer isso, usando
a analise isotérmica ou ndo-isotmérmica, sendo que cada uma das técnicas apresenta
vantagens e desvantagens (TITA et al., 2008; TITA et al., 2009).

O registro da variacao de massa em funcdo do tempo e da temperatura durante
analise termogravimétrica possibilita a determinagéo da taxa temporal de perda de
massa sofrida por um material. Esta variacdo € denominada de fragdo de conversao
de massa, a,(GEORGIEVA; ZVEZDOVA; VLAEV, 2012) conforme Equacéo 1.

_ Mo—myg
= T, (1)

Na qual, mo é a massa inicial, msé a massa final e mt & a massa em um instante
t da reacao de decomposicao. Em condic¢des isotérmicas ou ndo-isotérmicas, a taxa
temporal do processo de conversdo de massa (da/dt) € assumida como uma fungéo
linear da variacdo de massa em funcdo do tempo, e independente da temperatura.

Matematicamente ela por ser expressa pela Equacéo 2.

da

==k f(a) 2)

Na qual, k € uma constante de proporcionalidade dada pela equacédo de
Arrhenius, escrita sob a forma da Equacgéo 3, e f(a) é a fungédo de conversao de massa
em funcdo do tempo. Este parametro depende da ordem considerada para a as
reagdes de decomposigdo. Considerando um cinética de primeira ordem, f(a) sera
igual a (1 - a) (VYAZOVKIN; WIGHT, 1997).

—-Ea

k = Aerr (3)

De acordo com a Equacao de Arrhenius (Eq. 3), o termo A representa o fator
pré-exponencial, que indica o0 numero de colisGes totais entre as moléculas, e Ea é a
energia de ativacdo necessaria para romper um mol de ligacdes entre os atomos da

molécula. Os parametros T e R séo, respectivamente, a temperatura absoluta e a
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constante dos gases ideais (8,31451 J. molt. K'1). Assim a equacéo de taxa pode ser
reescrita sob a forma da Equacéo 4 (VYAZOVKIN; WIGHT, 1997).

) = f(a) Aewr (4)

Para condigdes nao isotérmicas, em que ha uma taxa de aquecimento (B =
dT/dt), a Equacéo 4, pode ser reescrita na forma da Equacdo 5 (VYAZOVKIN; WIGHT,
1997).

%8 = 4 ™) f() 5)

A partir da equacgédo de taxa béasica (Eqg. 5), foram desenvolvidos os diversos
métodos para o estudo do perfil cinético de degradacao térmica de materiais. Dos
métodos isoconversionais empregados no estudo de degradacao térmica, os métodos
de Friedman (FRIEDMAN, 2007), e Ozawa-Flynn-Wall (OZAWA, 1965) vém sendo
bastante utilizados para descrever a decomposicao térmica de materiais.

O método de Friedman é baseado na suposicao de que o modelo da reacéo é
independente do programa de aquecimento e depende apenas da velocidade de
perda de massa. De acordo com esse método de analise cinética, para uma série de
experimentos realizados em diferentes taxas de aquecimento é possivel determinar
os valores de Ea e A, para cada fracdo de conversao de massa. Um gréafico de
In(Bda/dt) em fungéo de 1/T, para condigbes nao isotérmicas produz uma reta cuja

inclinagdo € igual a -Ea/R, conforme descrito pela Equacao 6.

da

In || 8 = nlaf (@] - (6)

O método de O-F-W permite a determinacdo da energia de ativacdo a partir
dos dados termogravimétricos nao isotérmicos em diferentes taxas de aquecimento,
sem um conhecimento prévio da fracdo de conversdo de massa. Pelo grafico de log
(B) versus 1/T, para cada valor de fracdo de conversdo de massa, € possivel
determinar a energia de ativacdo pela inclinacdo da curva, -0,4567Ea/R. A base de

calculo para o método de O-F-W é descrita pela Equacéo 7.
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AFE
Rg(@)

log f = log || - 2,315 — 0,4567 @)

Estes dois métodos ja foram utilizados por Tita e colaboradores (2010) para
avaliar a estabilidade térmica do ibuprofeno na sua forma neutra. Os autores
observaram pelo método de Friedman uma Ea média de 81 kJ mol* e pelo método de
O-F-W Ea média de 96 kJ molt, mostrando que ambos métodos podem ser utilizados
para prever a estabilidade térmica do farmaco.

Os parametros cinéticos (Ea, A e k) podem ser utilizados para avaliar os
parametros de ativacdo em cada fracdo de conversdo de massa. A andlise da
mecanica estatistica pode ser dada em termos dos parametros termodindmicos de
ativacdo: entalpia (AH%), entropia (AS?) e energia de Gibbs (AG*). Quando associados
a cinética quimica e as taxas de velocidade de reacdo, esses parametros sao
chamados de parametros de ativacao e podem ser calculados utilizando as Equacdes
8-10 (SOVIZI, 2010).

Ea 4Gk
A (exp_RT) =v <exp_ RT ) 8)
AH* = Ea — RT 9)
AG* = AH + —TAS # (10)

Na Eg. 8, v = ksT/h (em que Kg € a constante de Boltzman e h é a constante de
Planck, T é a temperatura em Kelvin (K) e R é a constante dos gases em kJ mol,

O valor da energia de Gibbs total reflete 0 aumento de energia no complexo
ativado que dard origem aos produtos de decomposicdo. A energia de Gibbs é
influenciada por dois outros parametros termodinamicos, entalpia e entropia de
ativacdo. O valor da entalpia de ativacdo mostra as diferencas de energia entre o
complexo ativado e a estrutura inicial do composto. Pequenos valores de entalpia
indicam que a formacao do complexo ativado € favoravel, devido a barreira de energia.
Ja4 a entropia de ativacdo, indica a situacdo do sistema em seu equilibrio
termodinamico. Baixos valores de entropia de ativacdo revelam que o reagente tem

uma baixa reatividade e o tempo necessario para formar o complexo ativado € longo.
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No entanto valores altos de entropia de ativacdo confirmam que a reatividade do
reagente é alta.

Assumindo que as reacdes de decomposicdo sdo de primeira ordem, a
constante de velocidade para a decomposi¢ao pode ser calculada através da Equacgéo
11, em que a temperatura € 25 °C (SHAMSIPUR et al., 2013).

Ink=InA —Ea/RT (11)

Utilizando a energia de ativacao (Ea) e o fator pré exponencial (A) é possivel
obter o valor de k, que através da Equacao 12., fornece o tempo de meia vida.

In2

t1/2 = T (12)
2.1.2 Cinética de decomposicao fotolitica

Processos fotoquimicos e processos oxidativos avancados sao um conjunto de
técnicas baseadas na energia da radiacdo UV/visivel e na geracdo de radicais
hidroxilas. Um grande nimero de farmacos é sensivel a luz, o que contribui para que
estes sejam degradados durante a manufatura, estocagem e transporte. Levando a
perda de poténcia, alteracdo na eficacia e efeitos biolégicos adversos (AHMAD et al.,
2016). O termo fotodegradacéo é definido pela IUPAC (VERHOEVEN, 1998), como a
transformacdo quimica de uma molécula a fragbes de menor peso molecular,
geralmente através de um processo de oxidac&o; ao conceito de fotodegradacdo séao
associados 0s processos de oxidagdao por radiacdo ultravioleta (UV). A
fotodegradacao direta € um processo no qual um composto atinge uma instabilidade
no estado eletronico excitada depois de absorver um féton com energia suficiente.
Este fendbmeno, leva em parte, a degradacdo do composto e a formacdo de
subprodutos, e a eficiéncia desta reacdo depende do comprimeto de onda da luz
absorvida (JOSCHEK; MILLER, 1966).

A fotodegradacéao indireta (fotocatalitica) ocorre quando a luz é absorvida por
outro composto capaz de produzir radicais reativos ou transferir a energia para a
molécula alvo, gerando assim sua degradacgéo. Entre estes métodos podemos citar
as técnicas baseadas na ativacdo o ozénio (ESPLUGAS et al., 2002; LEGRINI,
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OLIVEROS; BRAUN, 1993; GAROMA; GUROL, 2005) e/ou peroxido de hidrogénio
(BING; CHUN; KHANG, 2006); BELTRAN; OVEJERO; RIVAS, 1996; GARCIA
EINSCHLAG et al., 2002).

A avaliagdo da estabilidade fotoquimica de farmacos € um componente
essencial no desenvolvimento de formulacbes e nos processos na industria
farmacéutica. Além disso, muitos estudos voltados para remoc¢éao de farmacos do
ambiente tém sido realizados utilizando a degradacao fotocatalitica. Estudos recentes
mostraram que quantidades numerosas de farmacos tém sido acumuladas no meio-
ambiente. Estes compostos acabam sendo descarregados nas estacdes de agua e
detectados em varios niveis de concentracao (ng até ug por litro).

As fotodegradaces e degradacgdes fotocataliticas dos precursores dos LI-IFAs
deste trabalho ja foram amplamente investigadas sob diversas condi¢des, 0s
parametros cinéticos foram determinados, e 0os mecanismo de decomposicao
propostos (KIM; YAMASHITA; TANAKA, 2009; KIM; TANAKA, 2009b; DA SILVA et
al., 2014; MENDEZ-ARRIAGA; ESPLUGAS; GIMENEZ, 2008; PEREIRA; LINDEN;
WEINBERG, 2007; SZABO et al, 2011; CHRISTOPHORIDIS et al., 2016;
RADJENOVIC et al., 2010; RAYAROTH; ARAVIND; ARAVINDAKUMAR, 2017).

Szabo e colaboradores (2011), determinaram a fotodegradacéo do ibuprofeno
em solucdo aquosa utilizando radiacao ultravioleta, UV (254 nm), radiagcdo UV
combinada com radiacao ultravioleta de vacuo, VUV (254/185 nm) e borbulhamento
de oxigénio (1,0x10* mol L) na solucdo. Os autores observaram que utilizando
radiacdo UV 254 nm na pesenca de oxigénio dissolvido, o ibuprofeno decompoem-se
totalmente dentro de 1 h, sendo que nos primeiros 300 s de exposicdo, ja foi
observada diminuicdo da quantidade de ibuprofeno, sugerindo que as espécies
formadas diretamente a partir do ibuprofeno contribuem para a reacao de degradacéao
nesse periodo. Além disso, 0s autores observaram que a presenca de radicais de
oxigénio aceleram a degradacdo. A cinética de degradacdo observada para estas
condigoes foi kuvioz = 1,36x103 st

Quando utilizaram a radiacdo UV/VUV foi observada uma taxa de degradacao
7 vezes maior em relacéo a condicédo que utilizada somente UV (kuvioz = 8,55x103 s
1). Esta aceleracdo na velocidade foi atrbuido a presenca de radicais OH gerados a
partir das molécuals de agua pela irradiacdo VUV. Além disso, a fissao da ligacdo H-
OH da agua forma os radicais hidrogénios que ao reagirem com com 0 oxigenio

dissolvido, produzem perdxido de hidrogénio e outros radicais centrados no oxigénio
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(BUXTON et al., 1988; KIM; TANAKA, 2009a).

Os produtos obtidos pela fotodegradacéo do ibuprofeno foram identificados por
cromatografia gasosa acoplada a detector de massas e estao apresentados na Figura
5.

Figura 5 - Produtos obtidos pela fotodecomposicao do ibuprofeno, obtidas por Szabo6

e col.(2011).
Me
Me o
Me OH
m/z 206
I
| [ [ |
Me Me Me
Me =
Me
Me Me Me
m/z 162 m/z 160 m/z 178 m/z 176

Em outro trabalho Yuan e col. (2009) investigaram a degradacgéo do ibuprofeno
e da difenidramina em solucdo aquosa utilizando radiagdo UV (254 nm) e radiagdo UV
combinada com peroxido de hidrogénio (H202, 0,29 mM). No experimento de
fotodegradacdo na auséncia de H202, foi verificada uma cinética de pseudo-primeira
ordem tanto para o ibuprofeno quanto para a difenidramina, e as cinéticas de
degradacdo obtidas foram 5x10* st e 5x10° s, respetivamente. Além disso, no
experimento realizado na presenca de H20:2 foi observada uma velocidade de
degradacgédo consideravelmente maior do que a obtida por fotodegradacdo direta
(auséncia de H202). A cinética de degradacdo foi de segunda-ordem, para o
ibuprofeno k = 6,67x10° M s e para difenidramina k = 5,42x10° M1 s1. Este
aumento na velocidade, sugerem que o mecanismo de degradacdo é fortemente
influenciado pela presenca de radicais OH.

Outras metodologias de oxidacédo forcada também podem ser utilizada para
investigacdo da degradacdo fotocatalitica do ibuprofeno. Méndez e col.(2008)
utilizaram um sistema que simulava irradiagdo solar combinada com oxidante di6xido
de titanio (TiO2). Para isto, os autores utilizaram lampada Xe-OP (290-400 nm),

solucédo aquosa de ibuprofeno (25, 50, 100 e 250 ppm) conténdo TiO2 1 g L' e oxigénio
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dissolvido, 40 mg L. Neste caso, foi observado que em concentracdes menores de
ibuprofeno, € possivel obter o0 maximo de degradacdo em aproximadamente 60
minutos, com mineralizagdo de quase 50%. Embora, os autores tenham observado
menores taxas de mineralizacdo nas solucdes contendo altas concentragbes de
ibuprofeno, o indice de degradacdo foi maior em comparacédo as solucdes sem o
tratamento com TiO2 e oxigénio dissolvido. Um mecanismo de degradagdo foi

proposto pelos autores e estd demostrado na Figura 6.

Figura 6 - Intermediarios observados ao final da degradacdo fotocatalitica do
ibuprofeno. Ibuprofeno 200 ppm, TiO21 g L, 0240 mg L e 4 horas de
irradiacéo.

238

No entanto, quando os LI-IFAs s&o formados, um novo composto com distintas
propriedades é formado. Assim, os LI-IFAs baseados no ibuprofeno, ranitidina,
bupivacaina, lidocaina e difenidramina podem desenvolver propriedades nao
descritas. Por isto, hd a necessidade da investigacdo da degradacéo fotoquimica
destes compostos.

Na investigacdo das decomposicdes fotoquimicas e fotocataliticas foram
monitoradas as intensidades de florescéncia dos LI-IFAs e as cinéticas obtidas pela
Equacédo 13. Na qual | € a intensidade do sinal de fluorescéncia remanescente no
tempo, t, lo € a intensidade inicial e k € a constante cinética da fotodecomposicéo dos
LI-IFAs com e sem H202. A partir da inclinagédo da reta, foi é possivel obter os valores

de k, e calcular os tempos de meia-vida (t12) para cada um dos LI-IFAs.
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In (=) = -kt (13)

A Equacao 14 foi utilizada para obter a constante cinética considerando

somente a influéncia de H202 na degradacéo.

kno- = kno-+hw — Kny (14)
2.2 SILICA COMO MATERIAL DE CONTROLE DE LIBERACAO DE FARMACOS

Materiais porosos tém recebido muita atenc@o nos ultimos anos devido a sua
variedade de aplicagdes, como por exemplo, em tecnologias de separa¢cdo molecular,
adsorcao, catalise, sensores e dispositivos (SCOTT; WIRNSBERGER; STUCKY,
2001; TAGUCHI; SCHUTH, 2005). De acordo com a IUPAC, estes materiais sao
classificados quanto ao diametro (d) de seus poros como, micro- (d < 2 nm; zedlitas),
meso- (2 nm < d < 50 nm; silicas mesoporosas) e macroporosos (d > 50 nm,;
ceramicas) (Figura 7) (SING et al., 1985).

Materiais mesoporosos possuem poros com tamanho entre 2 e 50 nm e
apresentam estrutura altamente ordenada, grande area superficial e distribuicdo de
tamanho de poros regular, o que confere a estes materiais caracteristicas apropriadas
e diversas aplica¢des, incluindo sistema de liberac&o controlada de farmacos (WANG,
2009). A silica mesoporosa € uma boa opcao para este tipo de sistema ja que
apresenta biocompatibilidade, possibilidade de preencher os poros com um farmaco
para posterior liberacéo e possibilidade de fazer modificagcdes quimicas na superficie
de suas paredes (BARBE et al., 2004).

ApoOs sua descoberta em 1992 (KRESGE et al., 1992) uma variedade de tipos
de silica mesoporosa ja foram testadas visando aplicagédo na liberagdo de farmacos.
A Tabela 1 mostra algumas aplicacdes importantes que envolvem as silicas MCM-41
(Mobil Crystalline Material), MCM-48, SBA-15 (Santa Barbara Amorphous), o farmaco
ibuprofeno (Tabela 1).
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Figura 7 - Exemplos de micro-, meso-, € macroporos com respectivos tamanhos e

tipicas distribuicdes de poros. Adaptado de Soler-lllia e col. (2002).
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Tabela 1 - Ibuprofeno adsorvido em silicas mesoporosas.

Sélido Mesoporoso

Farmaco

MCM-41
MCM-41-NH2
MCM AlSi-MCM-41
Si-MCM41-A

MCM-48
Si-SBA-15
Si-SBA-15-
APTMS-O
Si-SBA-15-
APTMS-P

SBA

Ibuprofeno (RUAN, 2005)

Ibuprofeno (MUNOZ et al., 2003)
Ibuprofeno, Ibuprofenato de sédio (CAVALLARO
et al., 2004)

Ibuprofeno (MUNOZ et al., 2003)
Ibuprofeno (IZQUIERDO-BARBA et al., 2005)
Ibuprofeno (SONG; HIDAJAT; KAWI, 2005)
Ibuprofeno (SONG; HIDAJAT; KAWI, 2005)

Ibuprofeno (SONG; HIDAJAT; KAWI, 2005)

Como foi possivel observar, a silica mesoporosa amplamente investigada como

sistema de liberacdo de

farmacos é a silica MCM-41, cuja estrutura mostra

organizacdo hexagonal de mesoporosos cilindricos, sendo que as paredes dos poros

consistem em uma rede desordenada de pontes de siloxanos e grupos silanadis livres.
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A silica do tipo MCM-41 juntamente com MCM-48 e MCM-50 pertence a classe de
materiais M41S. Suas estruturas diferem nos arranjos, que sao hexagonal, cubico e
lamelar, respectivamente (ALOTHMAN, 2012). Uma representacdo destas estruturas
é apresentada na Figura 8.

Figura 8 - Representacado das estruturas dos materiais do tipo MCM e representacdes

das estruturas presentes na silica (EDGE et al., 2001).
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Outros grupos de materiais mesoporosos com poros maiores denominados
SBA (SBA-15, SBA-16, SBA-1 e SBA-3) também s&o estudados como sistemas de
liberacdo de farmacos. O SBA-15 apresenta poros geralmente de 6 nm de diametro,
e topologia hexagonal altamente ordenada (YANG et al., 1998), de forma semelhante
a MCM-41. No entanto, estes materiais puros, cujas paredes dos poros séo formadas
apenas por grupos silanol ndo séo ideais como materiais de suporte e liberacdo de
farmacos, isso ocorre, porque as interacbes com as moléculas organicas séao fracas,
e, portanto, as taxas de liberacdes ndo ocorrem de forma sustentada. Porém,
modificacdes na superficie SBA-15 com grupos que podem levar a interacfes
especificas, sdo ferramentas importantes para uma liberacdo mais controlada.
Doadrio e col. (2006), por exemplo, compararam o perfil de liberacédo da eritromicina

adsorvida em silica calcinada e funcionalizada com cadeias alquilicas, mostrando que
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a taxa de liberacdo diminuiu conforme as caracteristicas hidrofébicas-CH2 do suporte
aumentaram. Além disso, os perfis de liberacdo dos farmacos apresentados na Tabela
1 sugeriram que as propriedades de superficie e tamanhos dos poros do suporte tem
uma grande influéncia nas taxas de liberacéo. Zeng e col. (2005) descobriram também
gue modificacdes da superficie MCM-41 com aminopropila afetavam o sistema de

administracdo do farmaco aspirina.

2.2.1 Fatores que influenciam o suporte na silica

Muitas propriedades da silica podem afetar o suporte de um farmaco, bem
como sua liberacdo. As propriedades dos poros nos materiais de silica, por exemplo,
tém impacto sobre a porcentagem do farmaco que pode ser suportado, sobre a
estrutura no estado solido e a estabilidade do farmaco a longo prazo. Varios estudos
tém avaliado o impacto do volume dos poros (CHARNAY et al., 2004; HEIKKILA et al.,
2007), tamanho dos poros (ANDERSSON et al., 2004; QU et al., 2006; HORCAJADA
et al.,, 2004); area superficial, e conectividade dos poros/geometria/morfologia
(HEIKKILA et al., 2007; GAO et al., 2012), bem como funcionalizacdo da superficie da

silica ou o procedimento utilizado para o suporte.

2.2.1.1 Tamanho do poro

O tamanho é um dos principais fatores que controlam tanto a adsorcao das
moléculas do farmaco no suporte transportador, quanto a taxa de liberacdo do
farmaco (LIMNELL et al., 2011; ZHANG et al., 2010; JIA et al., 2012; SHEN et al.,
2011). Geralmente a adsorcdo do farmaco dentro do suporte mesoporoso pode
ocorrer se o diametro do poro for ligeiramente maior do que o didametro do farmaco.
Izqueirdo e col. (2005) relataram uma diminuigéo na taxa de liberagao de eritromicina,
um farmaco volumoso, em comparacdo ao ibuprofeno a partir de poros do mesmo
diametro. O efeito torna-se mais evidente quando o tamanho do poro diminui. Hata e
col. (1999) utilizaram o mesmo material mesoporoso para suportar o taxol, e
descobriram que o farmaco era adsorvido quando o tamanho do poro era maior do
que 1,8 nm, e que nao era adsorvido se o tamanho do poro fosse menor do que 1,6

nm. Consequentemente, para que um farmaco seja adsorvido facilmente e
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posteriormente liberado, o tamanho do poro deve ser pelo menos trés vezes maior
que o diametro da molécula do farmaco (XU; RIIKONEN; LEHTO, 2013).

Uma das vantagens da utilizagdo destas silicas esté relacionada ao processo
de preparo do material, pois os didmetros das silicas podem ser ajustados para
promover um controle na adsorcao e liberacdo dos farmacos (ZHAO et al., 1998;
KRESGE et al., 1992).

2.2.1.2 Area superficial

A grande area superficial da silica mesoporosa é uma caracteristica chave que
o torna o transportador potencialmente til. Muitos grupos de pesquisa tém mostrado
que o aumento da area superficial melhora o suporte de fArmacos e a taxa de liberacéo
(ANDERSSON et al., 2004; FRIEDRICH et al., 2006; MELLAERTS et al., 2007). Por
exemplo, Vallet-Regi e col. (2007) investigaram o suporte do farmaco alendronato nas
mesmas condi¢cdes em silica MCM-41 (area superficial determinada por BET (Sser) =
1157 m? g1) e SBA-15 (Seet = 719 m? g1) e verificaram que a quantidade de farmaco
suportada na matriz sélida foi de 139 mg g* para MCM-41 e 83 mg g* para SBA-15.

2.2.1.3 Volume do poro

A interacdo farmaco-mesoporo € uma variavel importante para o suporte de um
farmaco. A possivel interacdo farmaco-farmaco fraca pode gerar como resultado o
preenchimento dos poros. Neste caso, a quantidade de farmaco adsorvida depende
do volume dos poros da matriz. Azaiis e col. (2006), mostraram através de
consecutivos suportes do ibuprofeno em silica MCM-41 com dois diametros de poros
diferentes (35 e 116 A) que um preenchimento maior dos mesoporos poderia ser
obtido como resultado das interagdes intermoleculares do farmaco, levando assim,
uma maior porcentagem de farmaco para volumes maiores.

Em outro estudo, Heikkila e col. (2007) comprovaram que o volume dos poros
na adsorcdo do ibuprofeno em diferentes silicas mosoporosas (TUD-1, SBA-15 e
MCM-41) tem influéncia na porcentagem de farmaco adsorvida.
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2.2.1.4 Morfologia do poro

O comprimento e a morfologia dos canais dos poros também séo significativos
no suporte e liberacdo de farmacos da matriz de silica. Gao e col. (2012) compararam
silica mesoporosa bimodal (BMM) que possui canais curtos com MCM-41, que possui
canais ordenados. Os autores relataram que a silica BMM alcancou maior
porcentagem de farmaco suportado e uma liberagcdo mais rapida. Ao comparar as
morfologias dos poros TUD-1, MCM-41 e SBA-15, Heikkila (2007) constatou que TUD-
1 produziu uma liberacdo mais rapida devido a distribuicdo de seus poros (em rede)
foi mais acessivel em comparagcdo ao sistema hexagonal unidirecional das silicas
mesoporosas MCM-41 e SBA-15.

Entretanto, h4 uma pesquisa limitada na literatura investigando a eficacia da
mudanca da morfologia na porcentagem de suporte e liberacdo de farmacos. Além
disso, o significado da morfologia das particulas mostrou-se muitas vezes
inconclusivo, pois os trabalhos publicados até o momento n&o analisaram
especificamente este efeito isoladamente, de modo que a sua influéncia ndo pode ser
determinada com precisdo (MCCARTHY et al., 2016).

2.2.1.5 Materiais mesoporosos de superficie funcionalizada

A funcionalizacdo da superficie da silica fornece iniUmeras possibilidade de
controlar a adsorcao e liberacdo de farmacos. Portanto, um fator chave para o uso de
materiais de silica como sistema de entrega de farmacos é a funcionaliza¢éo de sua
superficie através de grupos organicos capazes de aumentar a atracado entre o0s
farmacos e a silica (VALLET-REGI, 2006; HOFFMANN et al., 2006; LIN et al., 2001;
MAL; FUJIWARA; TANAKA, 2003).

Existem varios métodos diferentes que podem ser empregados para
funcionalizar a silica mesoporosa, sendo que um dos mais empregados € a amino-
funcionalizac&o. Balas e col. (2006) relataram o suporte de alendronato trés vezes
maior em silica amino-funcionalizada do que em silica ndo funcionalizada. Um dos
farmacos mais estudados é o ibuprofeno. Por possuir um grupo carboxil, este farmaco
pode ser facilmente suportado em silica MCM-41 (MUNOZ et al., 2003) e SBA-15
(SONG; HIDAJAT; KAWI, 2005) amino-funcionalizada. Outra estratégia de
funcionalizacdo da superficie é anexar espécies hidrofébicas a superficie. As
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interacOes farmaco-superficie ndo sado necessariamente aumentadas, mas 0 meio
aguoso nao penetra tao facilmente no sistema de silica diminuindo assim, a taxa de
liberacdo do farmaco (DOADRIO et al., 2006).

A Figura 9, apresenta os grupos funcionais mais comuns utilizados para

modificar a superficie do transportador.

Figura 9 - Materiais mesoporosos com superficie funcionalizada. Adaptado de
Cojocaru e col. (2014).
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2.2.2 Procedimentos para suporte de compostos na silica
2.2.2.1 LigacOes covalentes

Farmacos com estrutura organica podem ser facilmente fixados as paredes dos
poros da matriz de silica via ligagdes covalentes Si-C, que possuem maiores energias
de ligacdo do que as ligagdes Si-O (WOJTYK et al., 2001). Para isso, uma abordagem
comum € ligar uma molécula na matriz silica, que serd um linker entre a silica e a
molécula do farmaco. Na Figura 10 ilustra um exemplo de molécula ligante, o acido
undecilénico, que ao reagir com a matriz silica, produz novas ligacdes Si-C, e fornece
um acido carboxilico terminal que pode ser usado para o suporte do farmaco
(WOJTYK et al., 2001; BOUKHERROUB et al., 2002). No entanto, esse procedimento
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apresenta varias desvantagens, principalmente relacionadas a liberacdo das
moléculas do farmaco do suporte sdélido. Neste caso, a liberagdo somente acontecera
se houver quebra das ligacbes covalentes ou pela degradacdo da matriz, o que
resultard em uma versdo modificada do farmaco, pois o linker acabara na estrutura da
molécula (KILIAN et al., 2006).

Figura 10 - Suporte atraves de ligacdo covalente. Adaptado de Cojocaru e col. (2014).
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2.2.2.2 Captura fisica

Dependendo da estrutura, as moléculas de farmacos podem interagir
facilmente com as paredes dos poros da matriz silica, levando a uma baixa quantidade
de farmaco suportado. Uma técnica contornar este problema, é o uso de uma agente
para induzir a oxidacéo de Si a SiO2 (ex.: amo6nia aquosa) (SWERYDA-KRAWIEC et
al., 1996), vapor de piridina (MATTEI; VALENTINI; YAKOVLEV, 2002), quinonas
(HARPER; SAILOR, 1997), o que levara a uma expansdo do volume, fazendo com

gue os poros ao encolher, aprisionem as moléculas de farmacos presentes.

2.2.2.3 Adsorcéo pela solugéao

Neste meétodo, a matriz de silica € adicionada a uma solucdo de farmaco no
solvente escolhido (ex.: dimetilsulfoxido, dimetilacetamida, dimetilformamida, éter
dietilico, etanol, hexano, etc.) e as suspensdes resultantes sdo agitadas varias horas
ou dias a temperatura ambiente. Subsequentemente, o solvente é removido por
filtracdo e as amostras suportadas resultantes sdo secas. A real quantidade de

farmaco suportado na matriz silica é determinada por gravimetria e/ou analise
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termogravimétrica (TGA). Este método foi utilizado com sucesso por varios grupos.
Por exemplo, Rimoli e col. (2008) mostraram que usando método de adsorcao pela

solucao, o cetoprofeno pode ser suportado em dois tipos diferentes de zedlitas.

2.2.2.4 Impregnacao de umidade incipiente

Nesta metodologia, as moléculas de farmaco sédo suportadas na matriz de silica
por impregnacdo do suporte sélido com uma solu¢do do farmaco. Charnay e col.
(2004) utilizaram este método para carregar o ibuprofeno na silica MCM-41 e
observaram que por este método, a quantidade de farmaco suportado foi
significativamente maior do que quando a adsorcéo pela solucdo foi utilizada, o
preenchimento total dos poros foi possivel por impregnacdes sucessivas.

2.2.3 Caracterizacdo de materiais suportados em silica

Na sessdo de caracterizacdo dos materiais suportados, serdo abordadas as
técnicas que foram mais importantes e que forneceram as informacfes que permitiram

caracterizar os LI-IFAs como materiais adsorvidos na silica.

2.2.3.1 Adsorcéo/dessorcao N2

Os poros sdo 0s espacos vazios internos e cavidades que dao origem a
porosidade de materiais utilizados como suportes. As propriedades de superficie e
poros influenciam diretamente nas propriedades destes materiais. Um dos métodos
mais utilizados na determinacdo da area especifica de um solido baseia-se na
determinacdo da quantidade de adsorbato necessaria para recobrir com uma
monocamada a superficie de um adsorvente. Os adsorbatos normalmente utilizados
para este fim sdo gases e, por isso, torna-se necessario o estudo a interacédo entre o
gas e o solido no processo de adsorcdo (HOWARD; MIDGLEY, 1981).

O processo de adsorgédo pode ser classificado como um processo fisico ou
quimico, dependendo do tipo de forca envolvido. Adsor¢cdo fisica, também
denominada de adsorcéo de van der Waals, € causada por forcas de interacdes entre
as moléculas. Este processo pode ser comparado com a condensacao de vapor para

formacdo de um liquido, que s6 é importante a temperatura abaixo da temperatura
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critica do gas. A adsorcdo quimica ou quimissorcao envolve interacfes especificas
entre o0 adsorvente e 0 adsorbato com energia quase tao alta quanto a de formacgéao
de ligacdes quimicas (ROUQUEROL et al., 2014).

Quando o estudo do fenémeno de adsorcao é realizado com o objetivo de se
obter informacfes sobre a area especifica e a estrutura porosa de um sélido a
construcdo de uma isoterma de adsorcdo é de fundamental importancia, pois sua
forma revela muitos detalhes sobre as caracteristicas do material. A isoterma mostra
a relacao entre a quantidade molar do gas (n) adsorvida ou dessorvida por um sélido,
a temperatura constante, em funcdo da pressdo do gas. Por convengdo costuma-se
expressar a quantidade de gas adsorvida pelo seu volume Va em condi¢cbes padréo
de temperatura e pressao (0 °C e 101325 Pa), enquanto que a pressao é expressa
pela pressao relativa P/Po, ou seja, a relacéo entre a pressao de trabalho e a pressao
de vapor do gas na temperatura utilizada. A Figura 11 mostra o formato das isotermas
em funcdo do tipo de porosidade do solido, varias sdo as formas de isotermas
conhecidas, porém todas sao variacfes de seis tipos principais.

A isoterma do tipo | é caracteristica de s6lidos com microporosidade (d <2 nm).
As isotermas do tipo Il e Il sdo tipicas de so6lidos ndo porosos e de sélidos com poros
razoavelmente grandes respectivamente (d > 500 nm). As isotermas do tipo IV e V
sao caracteristicas de sistemas mesoporosos (2 nm > d > 50 nm) (SING et al., 1985;
ROUQUEROL et al., 2014). A isotermas do tipo | mostram um rapido aumento de gas
adsorvido a media que se aumenta a pressao, até um patamar. Caracteristica de um
processo de adsorcdo que forma apenas uma monocamada (SING et al., 1985). Nas
isotermas do tipo Il observa-se o ponto de inflexdo da isoterma, ou seja, o inicio da
parte quase linear, ponto B, indica a capacidade da monocamada, isto €, a quantidade
de adsorbato necessaria para cobrir a superficie com uma monocamada completa.
Nesse ponto comecga a formacdo da multicamada. Isotermas do tipo Ill ndo s&o
comuns, mas originam-se sob condigdes nas quais as moléculas de gas tém maior
afinidade umas pelas outras do que pela superficie do adsorvente (SING et al., 1985).
Isotermas do tipo IV sdo obtidas com adsorventes mesoporoso. Esta isoterma, na
maioria dos casos, exibe uma proeminente regido na qual a presséo relativa varia
pouco e o volume adsorvido aumenta bruscamente. Associado a um processo
secundario de condensacéo capilar esta o loop de histerese, que traz como resultado
o preenchimento completo dos mesoporosos em pressao relativa menor que 1 (P/Po

< 1). Nos casos mais simples, a parte inicial da curva segue o0 mesmo perfil que aquele
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do tipo Il (SING et al., 1985). As isotermas do tipo V sdo incomuns e podem aparecer
com certos adsorventes porosos. Elas estdo relacionadas as isotermas do tipo Il em
que a interacdo adsorvente-adsorbato é fraca, mas o preenchimento dos poros
também ocorre, levando o valor limite de adsorcao para altos valores de P/Po (SING
et al., 1985). As isotermas do tipo VI representam a adsorcéo gradual da multicamada
e estdo associadas a adsorcao sobre superficie ndo porosas uniformes. Estas

isotermas sdo uma variavel do tipo Il (SING et al., 1985).

Figura 11 - Isotermas do tipo | ao VI. Adaptado de Sing (1985).
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2.2.3.1.1 Condensacéao Capilar e histerese

O loop de histerese apresentado nas isotermas do tipo IV e V sédo fenbmenos
associados a condensacéo capilar. A pressao de vapor sobre uma superficie plana de
um liquido é menor do que a pressao de vapor sobre a correspondente superficie
convexa. A parede de um capilar umedecida por um liquido que tem uma interface
liquido-vapor cdoncava promovera no capilar uma pressao de vapor menor do que
sobre uma fase liquida qualquer. Esta diferenca na pressdo de vapor é dada pela
equacéao de Kelvin (Equacéo 15) (WEBB; ORR, 1997).

-2y Vi cos @
Tk RT

InP/P, = (15)
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Na qual, r« (A) é o raio capilar, 8 o angulo de contato entre o liquido e a parede
do capilar, y representa a tensao de superficie do nitrogénio no seu ponto de ebulicao,
Vm é 0 volume molar do nitrogénio, R é a constante universal dos gases, e T a
temperatura.

A condensacao capilar em mesoporosos ocorre somente apés uma camada de
adsorbato de espessura, T, forma-se nas paredes dos poros e isso faz com que ela
seja considerada um processo secundario. Assim, é necessario levar em
consideracao a espessura da multicamada, 1, em qualquer calculo de raio ou largura
de grupo mesoporoso (Figura 12) (THOMMES, 2010).

O fenbmeno de histerese esta associado a condensacédo capilar em mesoporos
e aparece na faixa de adsorcdo em multicamadas (WEBB; ORR, 1997). A histerese
significa que a curva de dessor¢ao nao coincide com a curva de adsorcdo. A adsorgéo
em monocamada sobre a parede do poro em baixas pressdes ocorre no ramo de
adsorcdo da isoterma. A adsorcdo em multicamadas, e, eventualmente a
condensacao do adsorbato ocorrem com o0 aumento da pressdo. A geometria da
interface é assumida ser diferente daquela da adsor¢éo, durante a dessorcéo, porque
a pressao P durante a evaporacdo do menisco, dada pela equacdo de Kelvin, é
diferente da pressdo de saturacdo de vapor, Po. A classificacdo da IUPAC para
isotermas de adsorcao engloba quatro tipos de histerese, designadas como H1, H2,
H3 e H4, e estéo ilustradas na Figura 13 (SING et al., 1985).

Figura 12 - Formacéo de histerese a partir da condensacéao capilar Adaptado de Sing
e col. (1985).
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Figura 13 - Tipos de histerese (Volume de N2 vs P/Po).
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De acordo com a classificacdo da IUPAC, a histerese do tipo H1 é
frequentemente associada com materiais porosos que consistem em poros bem
definidos do tipo canais cilindricos ou aglomerados compactos de esferas uniformes.
A histerese do tio H2 é atribuida a materiais que apresentam muitas vezes distribuicdo
de tamanhos de poros desordenados e forma de poro ndo definido. A histerese do
tipo H3 ndo exibe ponto de saturacdo nem mesmo em alta pressao P/Po. Este tipo de
histerese € observada em materiais ndo rigidos e agregados de particulas que dao
origem a fendas em forma de poros. A histerese do tipo H4 é também muitas vezes
associada com poros na forma de fenda, mas agora incluindo poros na regido de
microporos (SING et al., 1985).

2.2.3.1.2 Equacg0es de isotermas BET

Para obter informacdes sobre as caracteristicas porosas, principalmente a area
de um solido a partir da isoterma de adsorcéo, varios metodos foram desenvolvidos
com base em modelos empiricos e tedricos. Langmuir (1918) foi o primeiro a
desenvolver uma teoria que relacionasse a quantidade de gas adsorvida com a
pressdo de equilibrio do gas. Entretanto, esta teoria aplica-se principalmente a
sistemas que envolvem adsorcdo quimica, ja que se limita em considerar apenas a

formag&o de uma monocamada do gas.
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Na década de 1930, os pesquisadores, Brunauer, Emmett e Teller (1938)
derivaram uma equacéao para adsorcdo de gases em multicamadas na superficie de
sélidos. A equacédo, denominada BET, se baseia na hipétese de que as forgas
responsaveis pela condensacdo do gas sao também responsaveis pela atracédo de
varias moléculas para a formacdo de multicamadas. Desconsiderando-se o longo
desenvolvimento matematico, obtém-se uma expressao final, denominada equacao
de BET (Equacéo 16).

P/V(Py/P) =1/Vc + [(c — 1)/Vi c]P/Py (16)

Na qual, P é a presséo parcial do gas, Po € a pressdo de vapor de saturacao
do adsorbato, Vm é 0 volume de gas correspondente & monocamada de moléculas
adsorvidas e ¢ é a constante relacionada com a energia de interacdo entre adsorbato
(gas) e o adsorvente (s6lido).

No desenvolvimento da Equacéo 16, as seguintes consideracdes foram feitas;

1. As condicfes de adsorcao das demais camadas acima da primeira séo iguais.

2. Em todas as camadas, exceto a primeira, a energia de adsorcdo € igual a
energia de condensacéao.

3. Quando P = Po, a multicamada tem espessura infinita.

Através do método de BET a adsorcdo de nitrogénio pode ser relacionada a
area superficial. A area especifica, Sget (m? g1), de um sélido poroso é igual a soma
de suas areas de superficie interna e externa. A area de superficie interna origina das
paredes dos poros. Para a maioria das amostras, mas de 97 % da area de superficie
€ a area de superficie interna devido aos poros (SING et al., 1985; ROUQUEROL et
al., 2014).

2.2.3.2 Ressonancia Plasménica de Superficie

O primeiro fendmeno de ressonancia plasmonica de superficie (SPR —do inglés
— Surface Plasmon Ressonance) foi observado por Wood nos anos 1900 (WOOD,
1901; 1912) . Entretanto aplica¢des surgiram na década de 1980 como uma tecnologia
revoluciondria (NYLANDER; LIEDBERG,; LIND, 1982) . Desde entdo, muitas sdo as
aplicacoes desta técnica principalmente para analisar interacfes biomoleculares. As

vantagens trazidas pela técnica de SPR incluem o monitoramento em tempo real,
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minimo pré-tratamento da amostra, resposta quantitativa e boa sensibilidade e
reprodutibilidade.

Os principios fisicos desta técnica baseiam-se nas propriedades oOpticas e pode
ser empregada em estudos de fendmeno de superficie, monitorando a medida da
mudanca do indice de refracdo (n) devido, por exemplo, a ligagdo de uma camada
organica a superficie do metal (HOMOLA; YEE; GAUGLITZ, 1999; O'BRIEN et al.,
2001; MARIANI; MINUNNI, 2014). O efeito de ressonancia de plasma de superficie é
uma oscilacdo da densidade de carga longitudinal, ao longo da interface de dois meios
com constantes dielétricas (¢) de sinais opostos, onde um € metal e outro, um
dielétrico (GREEN et al., 2000). O metal a ser utilizado deve exibir comportamento de
elétrons livres, sendo os mais adequados, ouro, prata, cobre e aluminio, dentre os
quais, ouro e prata sao os mais empregados (RICH; MYSZKA, 2000). Para a excitagcéo
do plasma de superficie dois sistemas experimentais foram desenvolvidos, um por
Otto (1968) e outro por Kretschmann (1975), porém a configuracao de refletancia total
atenuada, desenvolvida por Kretschamann, € normalmente usada na maior parte dos
instrumentos de SPR (GREEN et al., 2000; DE CARVALHO; RATH; KUBOTA, 2003)
(Figura 14).

Figura 14 - Esquema geral do principio de SPR desenvolvido por Kretschamann.
Adaptado de BioNavis (2018).
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Esta configuracdo, baseia-se no fenomeno de reflexdo interna total. Este
fendmeno ocorre quando a luz polarizada atravessa um meio 6tico denso (ex: vidro)
e alcanca uma interfase entre este meio o meio de densidade Gtica menor (ex: ar) e €

refletida de volta para o meio mais denso. Embora a luz incidente, seja totalmente
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refletida internamente, uma componente desta radiacdo, penetra a interface menos
densa, até a distancia de 1A. Em um determinado angulo de incidéncia, quando o vetor
de onda do plasma é igual ao vetor de onda do campo evanescente, parte da radiagéo
acopla com os elétrons livre oscilantes (plasma) no filme metalico, ocorrendo a
ressonancia de plasma de superficie. Em consequéncia, ocorre uma perda de energia
da luz incidente para o filme metélico, resultando na reducdo da intensidade da luz
refletida, a qual pode ser detectada como um arranjo bidimensional de fotodiodos (DE
CARVALHO; RATH; KUBOTA, 2003). O vetor de onda do plasma de superficie é
dependente do indice de refracdo, no meio. Se o indice de refracdo imediatamente
acima da superficie do metal sofre alguma alteracao, pela adsor¢cdo de uma camada
de qualquer molécula, uma mudanc¢a no angulo de incidéncia é requerida para que a
excitacdo do plasma e superficie ocorra. Através do monitoramento deste angulo no
qual ocorre a ressonancia, durante o processo de adsor¢cdo em funcao do tempo, um
perfil de adsorcdo pode ser obtido pela técnica de SPR. Variacbes de
aproximadamente 0,5 miligraus, correspondem a aproximadamente 1x10-° variacGes
de indice de refragéo (para A=670 nm), e podem ser detectadas (GREEN et al., 2000),
porém a resolucao depende do comprimento de onda incidente.

A Figura 15 é um modelo de sensograma caracteristico de SPR, no qual é

possivel visualizar a interacdo em tempo real entre o analito alvo e o chip sensor.

Figura 15 - Esquema de um perfil de adsorcéo do SPR.
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Inicialmente a superficie é preparada com uma solucdo adequada ao
experimento para gerar uma linha base sob a curva SPR. Uma vez que o analito entra
em contato com a superficie, ocorre uma adsorcdo rapida, a qual resulta em um

aumento no angulo de ressonéancia do SPR seguido por um patamar no perfil de
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adsorcdo, devido a saturacdo da superficie com o analito, ou porque 0 processo
atingiu o equilibrio. Finalmente, a solucdo contendo analito € trocada pela solucéo de
limpeza, que remove somente o material fracamente ligado. A diferenca entre o angulo
de ressonancia inicial e o final fornece uma indicagédo sobre a extenséo da adsorc¢ao.
O gradiente positivo da curva de adsorcdo do SPR determina a velocidade de
adsorcdo (GREEN et al., 2000; DE CARVALHO; RATH; KUBOTA, 2003).

Nas ultimas décadas, a técnica de SPR evoluiu de um fendmeno fisico para
uma ferramenta Optica amplamente utilizada em investigag@es fisicas, quimicas e
biologicas, onde a caracterizacdo de uma interface € de interesse. No presente
trabalho, o interesse € avaliar a afinidade da interacéo entre os LI-IFAs e a silica, para
isso, foi utilizado a superficie do chip sensor revestido com 6xido de silicio (SiO2)

Como nao foram encontrados na literatura trabalhos que envolvem a interacao
de LIs com chip SiO2 sera apresentado um exemplo do suporte de uma membrana de
bicamada fosfolipidica sobre o sensor (GLASMASTAR et al., 2002).

Para a realizacdo dos experimentos, foi utilizado um chip de titanio recoberto
com uma camada de SiOz (100 nm). As vesiculas solubilizadas em tampéo pH 8,0
foram colocadas em contato com a superficie SiO2. Ao entrar em contato com a
superficie do chip SiOz, as vesiculas sdo adsorvidas, e em seguida se transformam
espontaneamente em uma bicamada (KELLER; KASEMO, 1998), conforme pode ser

visto na Figura 16.

Figura 16 - llustracdo da formacao da bicamada lipidica sobre o chip SiO2. Adaptado
de Glasmastar e col. (2002).

Exposicao da vesicula

De maneira semelhante, espera-se que os LI-IFAs estudados neste trabalho,

figuem adsorvidos formando um filme na superficie do chip SiOx.
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As afinidades das interacfes entre os LI-IFAs e a superficie do chip SiO2, seréo
obtidas pelo valor de constante de dissociacdo de equilibrio (Kp) vs a concentracao,

utilizando a Equacéo 17.

Y=BmaxxC /(C+Kp) a7)

Na qual Y é a mudanca de angulo, Bmax € o sinal maximo, C é a concentragao

e Kb é a constante de dissociacédo do equilibrio.

2.2.4 Liberagao a partir de materiais mesoporosos

Os métodos convencionais utilizados para quantificar a concentracdo do
farmaco liberado, tais como, espectrometria UV ou cromatografia liquida de alta
eficiéncia s6 sdo viaveis se 0 material usado como suporte for removido para a andlise,
uma vez que o suporte pode interferir nas medicdes. Assim, técnicas de separacao
sdo comumente utilizadas para isolar o suporte do farmaco. Os métodos comumente
utilizados para separar o suporte do farmaco séao a centrifugacdo (MERODIO et al.,
2001; HINDI et al., 2009) e a separacéao pelo saco de didlise (SOPPIMATH et al., 2001,
ZHANG; MISRA, 2007). O principal problema da centrifugacéo € que a aplicacédo da
forca centrifuga pode induzir a liberacdo prematura do farmaco, resultando em mais
farmaco liberado do que o esperado quando nenhuma forca externa € imposta ao
suporte. O método do saco de dialise inclui o método de dialise positivo e a didlise
reversa. Nesta Tese trataremos do método de dialise positivo conforme Figura 17.

No método de didlise positivo uma solugdo que contém o farmaco suportado
no material transportador € colocada dentro do saco de diélise, que é entéo introduzido
em um reservatorio de volume conhecido. Nos pretendidos intervalos de tempo,
amostras da solucdo de fora do saco de didlise sdo removidas para andlise
(espectroscopia UV ou CLAE). Estes dados sédo usados para gerar o perfil cinético de

liberacao, isto €, concentracédo do farmaco em funcdo do tempo.
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Figura 17 - Experimento tradicional de liberag&o in vitro utilizando o saco de dialise

como método de separacao.
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No método de didlise positivo, o perfil de liberacdo compreende a difusdo de
moléculas do farmaco do transportador para o interior do saco de dialise e depois para
0 reservatério. Em sistemas macroscépicos, o processo de difusdo é
consideravelmente lento. Por outro lado, o processo ocorre rapidamente para
sistemas submicrométricos, com tempos de liberacdo na ordem de horas ou minutos
para particulas na faixa de tamanho nanométrico. Neste caso, 0 suporte mantém sua
integridade estrutural, pois a liberacdo do farmaco resulta somente de uma alteracéo
no equilibrio de particio entre a particula do farmaco e a fase continua
(WASHINGTON, 1990). Embora este método seja util, devido a duas barreiras
difusionais, a cinética de liberacdo do farmaco medido ser& mais lenta, e dependendo
do sistema farmaco/suporte, erros significativos podem ser introduzidos (MORENO-
BAUTISTA; TAM, 2011). Para que alguns erros sejam minimizados, cuidados no
preparo do experimento podem ser tomados. Moreno-Bautista e Tam, (2011), por
exemplo, ja demonstraram que o corte de peso molecular (MWCO- do inglés —
molecular weight cut-off) tem impacto na difusdo de farmacos e consequentemente
na cinética de liberacdo. Em seu estudo, os autores testaram sacos de dialise com
MWCO de 2, 7 e 10 kDa, e verificaram que uma taxa de difusdo mais lenta ocorria no
saco de dialise com menor MWCO. Isso pode ser explicado pelo fato de que um saco
de dialise com maior MWCO possui um poro maior, que oferece menor resisténcia a
difusdo de moléculas de farmacos, portanto, maior quantidade de moléculas pode

passar através do saco por um periodo de tempo fixo, resultando em uma maior taxa



63

de difusdo. Por outro lado, se 0o MWCO do saco de dialise for muito pequeno, entdo a
barreira difusional se sobrepdem ao perfil de liberacdo. Como consequéncia, a
liberacdo medida correspondera a liberacdo controlada pelo saco de didlise ao invés
do suporte do farmaco (MORENO-BAUTISTA; TAM, 2011). Em principio, os autores
recomendam selecionar um saco de dialise com uma barreira difusional muito menor
gue o suporte do farmaco de modo que o perfil de liberacdo seja dominado pela
liberac&o a partir do suporte. Assim, um saco de dialise com MWCO de maior tamanho
de poro possivel, e ainda menor do que o tamanho do suporte € ideal para estudos
de liberacdo (MORENO-BAUTISTA; TAM, 2011). Os autores avaliaram também o
efeito do gradiente de concentracdo na difusdo, e observaram que quanto maior a
concentracdo, maior é a taxa de difusdo. Este resultado sugere que um gradiente de
concentracéo exerce forca motriz maior para a difusdo. Mas por outro lado, o tempo
necessario para atingir a concentracdo maxima de farmaco na solucdo também é
maior, ou seja, o gradiente de concentracdo entre o interior e 0 exterior do saco de
dialise afeta a taxa de liberacdo observada (MORENO-BAUTISTA; TAM, 2011). Além
disso, o experimento de liberacdo in vitro usando o saco de dialise apresenta uma
taxa de liberacdo do suporte maior do que a taxa de difusdo do farmaco para fora do
saco de dialise, portanto os dados experimentais ndo refletem totalmente o perfil de
liberacdo do farmaco a partir do suporte. Sendo assim, novamente uma solugéo
possivel € realizar os experimentos utilizando saco de didlise com o maior MWCO

possivel, para minimizar o impacto da barreira difusional.

2.2.4.1 Cinética de liberacéo

O perfil de liberacdo de um farmaco € muito importante na concepcédo de
sistemas de liberacdo. Entendendo o processo de liberacdo de um medicamento €
possivel otimizar a cinética de liberacdo. Acredita-se que o processo de liberacédo de
um farmaco pode ser dividido em quatro etapas consecutivas: (i) a imbibigdo pelo meio
de liberacdo no sistema microesférico acionado por pressao osmotica decorrentes de
gradientes de concentracéo, (ii) a dissolucéao, (iii) a difusdo a partir do suporte devido
aos gradientes de concentracéo, e (iv) o transporte difusional e convectivo para o meio
de liberacdo. Uma ou mais destas etapas podem controlar o processo de liberacao (LI
et al., 2004) (Figura 18).
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Figura 18 - Processo de liberacdo de um farmaco a partir de uma matriz controlada

por difuséo.
Imbibig¢ao pelo meio de ) . Difusao a partir da Difus@o para no meio
liberagéo Dissolugao matriz de dissolugao

Para muitos sistemas de liberacéo, o processo de liberacdo do farmaco pode
ser explicado com a equacao de difusédo classica de Fick dada na Equacao 18, na

qual, J é o fluxo, D é o coeficiente de difusdo, dC/dX € o gradiente de concentracéao.

J=-D— (18)

Higuchi (1961) foi o primeiro a derivar uma equacgao a partir da difuséo de Fick
para descrever a liberacdo de um farmaco de uma matriz insolivel como a raiz

guadrada de um processo dependente do tempo (Equacéo 19) (WANG, 2009).

Q¢ = [2DS.(A — 0,555, )]%° x t%° = kyt (19)

Na qual Q: € a quantidade de farmaco liberada no tempo t, D é o coeficiente de
difuséo, S é a solubilidade do farmaco no meio de dissolucao, € € a porosidade, A € o
conteudo de farmaco por centimetro cubico da matriz e ku € a taxa de liberacéo
constante para o modelo de Higuchi. O modelo de Higuchi é geralmente valido para
0s sistemas onde a concentragdo o farmaco € muito maior do que solubilidade do
farmaco. A liberacdo do ibuprofeno a partir de silica mesoporosa, ja foi relatada em
varios trabalhos como sendo governada por difusdo e a sua cinética obtida pelo
método de Higuchi (HORCAJADA et al., 2004; IZQUIERDO-BARBA et al., 2005).

2.3 LIQUIDOS IONICOS SUPORTADOS EM SILICA

Durante os ultimos anos, os Lls tornaram-se disponiveis como uma classe de

solventes com baixa volatilidade e ampla faixa de miscibilidade em muitos solventes
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(FERREIRA et al., 2012). Essas duas propriedades principais dos Lls séo
perfeitamente adequadas para varias aplicacoes.

As combinagfes de um cation com baixa simetria, como imidazdlio, piridinio,
fosfénio, etc, e um anion, que pode ser escolhido livremente entre os anions
conhecidos, fornece um numero enorme de combinacfes que possibilitam uma
grande quantidade de propriedades disponiveis. Estas propriedades podem variar de
polares a ndo polares, hidrofilicos e hidrofébicos e misciveis a imisciveis em solventes
organicos tipicos, e pode ser adaptado para os requisitos especificos da aplicacéo
(WELTON, 2014).

As propriedades dos Lls também podem ser modificadas quando suportados
em diferentes substratos (ex.: grafite, mica, silica, silicio oxidado, etc.). No inicio dos
anos 2000 os grupos de Mehnert (2002), Fehrmann e Wasserscheid (2006)
introduziram um novo conceito fases liquidas i6nicas suportadas — SILP — do inglés -
supported ionic liquid phases. Desde entdo, estd tecnologia tem servido como
plataforma em uma variedade aplica¢cfes, incluindo catalise e separacdo de gases
(Figura 19) (MEHNERT, 2005; SCHONWEIZ; FRANKE, 2014; GARCIA-VERDUGO;
LOZANO; LUIS, 2014).

Figura 19 - Algumas aplica¢6es da tecnologia SILP.
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Pesquisas realizadas nesta area mostraram que a estratégia SILP pode levar
a um comportamento drasticamente diferente para Lls suportados, principalmente
devido as interacdes entre 0s anions e/ou cations dos LIs e a matriz sélida. No material
SILP, um filme fino de um LI & disperso sobre a superficie interna de um material
mesoporoso (Figura 20) por fisiorcdo, e em alguns casos por quimiossorcao (VAN
DOORSLAER et al., 2010).

Bovio e col.(2009) mostraram que, suportando o LI 1-bitul-3-metilimidazol
bis(trifluorometilsulfonil)imida ([BMIM][NTf2]) em uma matriz sélida (ex.: silica amorfa,
silica oxidada, e mica), as transicfes de fase liquido-sdélido sédo induzidas quando
filmes finos de Lls se reorganizam em uma fase sélida.

As interacdes entre o suporte solido e os Lls tém uma forte influéncia nas
propriedades resultantes do sistema, estas propriedades podem ser afetadas por
varios fatores, incluindo a forma como a amostra € preparada, a estrutura dos Lls, as

interacdes entre as paredes dos poros e os Lls, entre outros.

Figura 20 - Representacdo esquematica da fase liquida i6nica suportada (SILP).
Adaptado de Kohler e col. (2014).
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Liquido idnico

2.3.1 Liguidos i6nicos farmacologicamente ativos suportados em silica

As primeiras aplicacdes da estratégia SILP em LI-IFAs foram realizadas por
Riisager e col.(2014) e Bica e col.(2012) em uma série de LI-IFAs (Figura 21), tais
como, ibuprofenato de tetrabutilfosfonio [Pa44s][lbu], ibuprofenato de lidocaina
[Lid][lbu], aciclovir colina [Ch][Aci], aciclovir tributilmetilaménio [Na441][[Aci], aciclovir
trimetilexadecilaménio [N11116][Aci], € seus analogos neutros (ibuprofeno, e aciclovir)

foram suportados em silica mesoporosa com poro de 90 A (SiO2-90) e suas
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propriedades térmicas e de liberacdo foram avaliados. Para a sintese destes materiais

suportados, os autores utilizaram o método de adsorcdo da solucdo. A silica SiO2-90

foi adicionada a solucao de LI-IFAs em etanol para promover uma variacdo de massa

de 10, 20 e 50% em peso. As misturas foram agitadas por 2 horas em temperatura

ambiente, apds o tempo de reacdo o solvente foi evaporado. Utilizando a técnica de

adsorcdo/dessorgao de N2, isotermas tipicas do tipo IV para o suportado [Pa444][Ibu]

em 20% foram observadas (Figura 22-a), além disso os autores conseguiram

comprovar o decréscimo na area superficial da silica (Figura 22-b) apds o suporte do

LI-IFAs, indicando que os poros da silica foram preenchidos com [Paa44][lbul].

Figura 21 - LI-IFAs e IFAs suportados em silica.

Me

Me ©

OH

Ibuprofeno
[Ibu][H]

O
)\ >
CHZOCHZCHZOH
Aciclovir
[Aci][H]

Ibuprofenato de lidocaina
[Lid][Ibu]

CHZOCHZCHZOH
Aciclovir colina
[Ch][Aci]

@)foi J)

Ibuprofenato de
tetrabutilfosfénio
[Paaaa][lbu]

Me

R

Me’N Me >
Me HZNJ\
CHZOCHchZOH
Aciclovir

Trimetilhexadecilamoénio
[N11116][Aci]

/N\B“ ﬁi >

CH,OCH,CH,0H

Aciclovir

Tributilmetilamonio
[Naaa1][Aci]



68

Figura 22 - (a) Isotermas de adsorcao/dessorcédo de nitrogénio e (b) distribuicdo do
tamanho e volume do poro para SiO2-90 (verde) e [Paa444][lbu] 20%

suportado em SiO2-90 (azul). Adaptado de Cojocaru e col. (2014).
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Segundo os autores, os LI-IFAs foram suportados na silica de forma ndo covalente,
porém com aspecto solido, de facil manipulacao e com estabilidade térmica melhorada
comparada aos puros (Tabela 2). Por exemplo, em 10 % de peso [P4444][Ibu] adsorvido
em silica 90 A tem uma Tas% de 386 °C, que é 150 °C maior do que o LI-IFAs puro. O
mesmo aumento de estabilidade foi observado para os IFAs suportados na mesma
silica: Tas% para 10% do ibuprofeno suportado em SiO2-90 (300 °C) foi maior do que
Tas% para ibuprofeno puro (155 °C).

Para o estudo de liberacdo dos LI-IFAs a partir da silica, foram avaliadas trés
condicdes fisiologicas: solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4), fluido
intestinal simulado (FIS, pH 6,8) e fluido gastrico simulado (FGS, pH 1,2), sob
condicdes de imersdo a 37 °C. Os autores verificaram que a taxa de liberacdo é
influenciada por varios fatores. Um desses fatores € a natureza da superficie da silica
(hidrofébica vs hidrofilica): a calcinagéo da silica hidrofilica a 450 °C por 24 h produz
uma superficie hidrofébica, que leva a uma liberacédo incompleta em PBS (pH 7,4) dos
20% de [Pa4444][Ibu] suportado (Figura 23), sugerindo que com a maior hidrofobicidade

da superficie uma porcentagem do [Pa4444][Ibu] fica retida nos poros.
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Tabela 2 - Estabilidade térmica dos LI-IFAs e seus IFAs correspondentes suportados
em Silica 90 A. (ANDREEA COJOCARU et al., 2014).

% Peso % Peso
Composto _ Tg? Composto _ Tq?
SiO2-90 SiO2-90
Puro 1232
Puro  155° S
Ibuprofeno Aciclovir colina 10 1672
10 300°
20 165
Puro  236° Puro 2032
Ibuprofenato de _ o o
) ] 10 386°  Aciclovir tributiimetilaménio 10 2082
tetrabutilfosfonio
20 263 20 2042
] ] Puro 1892
Ibuprofenato de Puro 174 Aciclovir
_ o _ ) 10 2412
lidocaina 20 170° trimetilexadecilamdnio
20 2342
Puro 2492
Aciclorvir 10 2578
20 2602

aTq: Temperatura de decomposicdo. "Tas%: Temperatura de decomposicédo de 5% da amostra.

Figura 23 - Influéncia da natureza da superficie da silica na liberagdo de [P4444][Ibu]
20% em PBS (pH 7,4): silica ndo calcinada (hidrofilica; vermelho) e silica

pré-calcinada (hidrofobica, azul). Adaptado de Cojocaru e col. (2014).
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A influéncia da quantidade de LI-IFAs suportado na taxa de liberacdo do LI-
IFAS [Pa444][Ibu] em PBS também foi estudado. Quando 10, 20 e 50% em peso do LI-
IFAs suportado em silica calcinada foram investigadas, uma liberacdo completa foi
observada nos trés casos dentro dos primeiros 5 minutos (Figura 24).

Figura 24 - Influéncia da quantidade de amostra suportada na velocidade de liberacéo
de [Pa4as][Ibu] em PBS (pH 7,4): 10 % (preto), 20% (vermelho) e 50%
(azul): silica pré calcinada. Adaptado de Cojocaru e col. (2014).
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Os efeitos dos procedimentos para o suporte dos LI-IFAs (método de adsorcao
pela solucéo e impregnacao de umidade incipiente) sobre a taxa de liberagdo foram
avaliados (Figura 25). Os autores observaram uma liberacdo rapida e completa dos
LI-IFAs suportados pelo método de adsorgéo pela solugcdo, enquanto que menos de
50% do LI-IFAs foi liberado quando o método de suporte era impregnacao de umidade
incipiente. Estes dados sugerem que o método impregnagdo de umidade incipiente
nao € ideal, pois ndo proporciona um suporte efetivo. Dependendo da natureza do
meio de liberagdo utilizado, diferentes comportamentos foram obtidos. No caso de
[Paaaa][Ibu] 20%, uma liberagéo rapida e completa foi obtida quando PBS e FIS foram
utilizados como ambientes, enquanto em FGS, um meio &cido, foi observada uma
liberacdo lenta e incompleta. Um comportamento diferente foi observado para o
[LID][IBU] 20%. A liberacéo de forma rapida e completa foi observada quando o meio
era PBS, porém uma liberacdo lenta e incompleta foi obtida nos meios em que a
acidez aumentou (FIS e FGS) (Figura 26). Este comportamento sugere que que as
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mudancas na ionicidade do [LID][IBU] fracamente ionizado, porém a natureza desde

comportamento ndo € bem conhecida.

Figura 25 - Influéncia do procedimento de suporte na liberagéo de [Paaas][lbu] 20% em
PBS (pH 7,4): Adsorcao pela solucao (azul) e impregnacao de umidade

incipiente (vermelho). Adaptado de Cojocaru e col. (2014).
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Figura 26 - Influéncia do meio de dissolucao na liberacéo de (a) [Paaas][lbu] e (b) de
[Lid][Ibu]. Suportados 20% em peso: PBS pH 7,4 (vermelho); FIS pH 6,8
(azul); e FGS pH 1,2 (preto). Adaptado de Cojocaru e col. (2014).
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os solventes e reagentes utilizados foram de grau analitico e todas as

solucbes foram preparadas com agua ultrapura (Milli-Q).

3.1.1 Solucao PBS

A solucéo estoque de PBS foi obtida através da dissolucdo de NacCl (82
g), NazHPO4 (10,5 g) e NaH2PO4 (3,55 g) em 1 L de 4gua ultrapura (Milli-Q). O
pH foi monitorado utilizando pHgametro e ajustado em 7,2,.100 mL desta
solucéo foram entéo diluidos com agua ultrapura para obtencdo de um volume

final de 1L, esta solucao foi utilizada na elaboracéo dos testes.

3.1.2 Solucao de fluido gastrico simulado (FGS, pH 1,2)

Esta solucéo foi preparada através da dissolucdo de NaCl (2 g) em 100
mL de &gua ultrapura. 7 mL de HCI foram adicionados e a solucéo diluida para
1000 mL. O pH foi monitorado utilizando pHgametro e ajustado em 1,2 com

acido cloridrico ou hidréxido de sédio.

3.2 PROCEDIMENTOS DE SINTESE

3.2.1 Sintese e caracterizacdo dos LI-IFAs

Os LI-IFAs foram sintetizados e caracterizados de acordo com metodologia
previamente descritas na literatura (FRIZZO et al., 2016; HOUGH; ROGERS, 2007).
Dados espectrais de H e 13C, ESI/MS e de andlises térmicas dos LI-IFAs [RAN][IBU],
[BUP][IBU], [LID][IBU] e [DIF][IBU] estdo descritos a baixo. Os produtos quimicos
utilizados na sintese dos LI-IFAs foram adquiridos em alto grau de pureza e utilizados
sem purificacdo prévia. Os IFAs cloridrato de ranitidina, cloridrato de difenidramina,
cloridrato de bupivacaina, cloridrato de lidocaina e ibuprofenato de sddio (mistura

racémica) utilizados apresentam pureza maior que 98%. Todos o0s solventes e
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reagentes utilizados foram obtidos da Tedia (Rio de Janeir, RJ, BR) e da Siga-Aldrich
(St. Louis, MO, USA).

3.2.1.1 2-(4-isobutilfenil) propanoato de (E)-N,N-dimetil-1-(5-(((2-((1-(metilamino)-2-

nitrovinil) amino) etil) tio) metil)-2-furanil) metilaminio

[RAN][IBU]. Rend.: 79%. Liquido viscoso marrom. ESI/MS (ES+) [m/z] = 315,2
(ES-) [m/z] = 205,1. Andl. Elem. C, 58,83; H, 7,86; N, 10,92. RMN H 600 MHz (DMSO-
ds): 0,85 (d, 6H, 2CHs), 1,34 (d, 3H, CHs), 1,80 (m, 1H, CH), 2,14 (s, 6H, 2CH3), 2,41
(s, 3H, CHs), 3,40 (s, 2H, CH2), 3,61 (q, 1H, CH), 3,81 (s, 2H, CH2), 6,19 (d, 1H, CH),
6,19-6,24 (d, 1H, CH-Ar), 6,45-6,53 (d, 1H, CH-Ar), 7,10 (d,2H, 2CH-Ar), 7,18 (d, 2H,
CH-Ar), 3,71 (d, 1H, NH), 9,9 (d, 1H, NH); RMN 3C 600 MHz (DMSO-ds): 18,7 (CH3),
22,1 (2CHs), 27,04 (CH2), 29,6 (CH, CHs3), 44,2-44,3 (2CHs,CH, CH2), 96,9 (CH-Ar),
108,3 (CH-Ar), 109,3 (CH), 127,0 (2CH-Ar), 128,8 (2CH-Ar), 138,5 (C-Ar), 139,4 (C-
Ar), 150,6 (C-Ar), 151,6 (C-Ar), 175,51 (C=0).

3.2.1.2 2-(4-isobutilfenil) propanoato de 1-butil-2-((2,6-dimetilfenil) carbamoil) -1-

piperidinio

[BUP][IBU]. Rend.: 82 %. Liquido viscoso laranjado. ESI/MS (ES+) [m/z] =
289,3 (ES-) [m/z] = 205,1. Andl. Elem.C, 73,94; H, 9,27; N, 5,86. RMN H 600 MHz
(DMSO-de): 0,85 (d, 6H, 2CH3), 0,88 (t, 3H, CH3), 1,22-129 (m, 3H, CH2, CH), 1,33 (d,
3H, CHs), 1,51 (m, 3H, CH2, CH), 1,60 (m, 1H, CH), 1,69-172 (m, 2H, CH2), 179-185
(m, 2H, 2CH), 2,03 (m, 1H, CH), 2,13 (s, 6H, 2CHs3), 2,24 (m, 1H, CH), 2,41 (d, 2H,
CHy), 2,62-2,67 (m, 1H, CH), 2,88 (m, 1H, CH), 3,10 (d, 1H, CH), 3,62 (g, 1H, CH),
7,05 (s, 3H, CH-Ar), 7,10 (d, 2H, CH-Ar), 7,18 (d, 2H, CH-Ar), 9,10 (sinal alargado, 1H,
NH); RMN 13C 600 MHz (DMSO-ds): 13,9 (CHs), 18,0 (2CHs3), 18,4 (CHzs), 20,1 (CH>),
22,1 (CH2), 22,9 (2CHs), 24,7 (CH), 28,10 (CH), 29,5 (CH2), 30,0 (CH2), 44,1 (CH2),
44,2 (CH), 50,9 (CH), 55,8 (CH), 67,4 (CH), 126,3 (CH-Ar), 127,0 (2CH-Ar), 127,6
(2CH-Ar), 128,9 (2CH-Ar), 134,0 (C-Ar), 135,2 (2C-Ar), 138,4 (C-Ar), 139,4 (C-Ar),
171,7 (NHCO), 175,4 (C=0).
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3.2.1.3 2-(4-isobutilfenil) propanoato de 2-((2,6-dimetilfenil)amino)-N,N-dietil-2-

oxoetanaminio

[LID][IBU]. Rend.: 79 %. Liquido viscoso incolor. ESI/MS (ES+) [m/z] = 256,2
(ES-) [m/z] = 205,1. Andl. Elem.C, 76,72; H, 8,63; N, 3,45. RMN H 600 MHz (DMSO-
ds): 0,86 (d, 6H, 2CHs), 1,07 (t, 6H, 2CHs), 1,34 (d, 3H, CHs), 1,80 (m, 1H, CH), 2,13
(s, 6H, 2CHs-Ar), 2,41 (d, 2H, CH), 2,62 (q, 4H, 2CH>), 3,14 (s, 2H, CH2), 3,62 (q, 1H,
CH), 7,06 (s, 3H, 3H-Ar), 7,10 (d, 2H, 2H-Ar), 7,19 (d, 2H, 2H-Ar), 9,16 (sinal alargado,
1H, NH); RMN *3C 600 MHz (DMSO-ds): 12,0 (2CHs3), 18,1 (2CHs-Ar), 18,5 (CHs), 22,1
(2CHs), 29,5 (CH), 44,2 (CH), 44,3 (CH2), 48,2 (2CH2), 56,6 (CH2), 126,2 (CH-Ar),
127,0 (2CH-Ar), 127,5 (2CH-Ar), 128,9 (2CH-Ar), 135,0 (2C-Ar), 135,2 (C-Ar), 138,5
(C-Ar), 139,4 (C-Ar), 169,4 (NHCO), 175, 4 (C=0).

3.2.1.4 2-(4-isobutilfenil) propanoato de 2-((2,6-dimetilfenil)amino)-N,N-dietil-2-

oxoetanaminio

[DIF][IBU]. Rend.: 79 %. Liquido viscoso incolor. ESI/MS (ES+) [m/z] = 256,2
(ES-) [m/z] = 205,1. Andl. Elem. C, 76,72; H, 9,14; N, 3,45. RMN *H 600 MHz (DMSO-
ds): 0,85 (d, 6H, 2CHs), 1,34 (d, 3H, CHs), 1,80 (m, 1H, CH), 2,21 (s, 6H, 2CHs-Ar),
2,40 (d, 2H, CH2), 2,58 (t, 2H, CH2), 3,49 (t, 2H, CH2), 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), 7,32 (t, 4H,
4CH-Ar), 7,36 (d, 4H, 4CH-Ar); RMN 3C 600 MHz (DMSO-ds): 18,6 (CHs), 22,1
(2CHs3), 29,6 (CH), 44,2 (CH2), 44,6 (CH), 45,0 (2CHs3s), 57,9 (CH2), 66,3 (CH2), 82,7
(CH), 126,5 (4CH-Ar), 127,0 (2CH-Ar), 127,2 (2CH-Ar), 128,2 (4CH-Ar), 128,8 (2CH-
Ar), 138,9 (C-Ar), 139,3 (C-Ar), 142,5 (2C-Ar), 175,7 (C=0).

3.2.2 Sintese das silicas MCM-41 e SBA-15

As silicas MCM-41 e SBA-15 foram fornecidas pelo Professor Edilson
Bervenutti, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, e

sintetizadas segundo metodologias abaixo.
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3.2.2.1 MCM-41

A silica MCM-41(Mobil Crystalline Material) foi sintetizada segundo
metodologias descritas (BECK et al.,, 1992), com algumas modificagcbes. Foram
utilizados 2,40 g de brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB), o qual foi dissolvido
em frasco contendo 120 mL de agua destilada e 9 mL de solucdo de amdnia a 28%.
O sistema foi aquecido a 50 ° C, sob agitacdo magnética. Apos foi adicionado 11,4 mL
de tetraetil ortosilicato (TEOS), mantido sob agitacéo por 24 horas. Posteriormente, a
mistura foi transferida para uma autoclave e mantida a 100 ° C por 24 horas para
tratamento hidrotérmico. O precipitado foi filtrado e lavado com agua destilada, seco

a 80 °C por 4 horas e calcinado a 550 °C por 6 horas.

3.2.2.2 SBA-15

A silica SBA-15 (Santa Barbara Amorphou) foi sintetizada conforme
metodologia reportada (ZHAO et al., 1998). Foram solubilizados 4,0 g de Pluronic 123®
em 150 mL de &cido cloridrico (HCI — 1,6 mol L1). Apds, 9,2 mL de TEOS foram
adicionados sob agitacdo magnética. A solucéo foi mantida sob agitacéo, a 40 °C por
24 h, em atmosfera ambiente. Em sequéncia, a mistura foi transferida para autoclave
e aquecida a 100 °C por 24 horas. O sélido obtido foi lavado com agua destilada e
seco por 2 horas a 60 °C e calcinado a 550 °C por 5 horas (DIDO et al., 2018).

3.3 PROCEDIMENTO GERAL PARA SUPORTE DOS LI-IFAS NAS SILICAS

3.3.1 Preparacao da silica

Silicas mesoporosas do tipo gel para cromatografia com poro de 60 A e de 90
A Siga-Aldrich (St. Louis, MO, USA), foram utilizadas para o desenvolvimento deste
trabalho. Para a calcinagao, a silica foi aquecida a 450 °C, por 24 horas. Além disso,
as silicas MCM-41 e SBA-15 foram utilizadas com o LI-IFAs [DIF][IBU].

3.3.2 Adsorcao pela solucao

Os LI-IFAs utilizados foram secos sob vacuo e aguecimentos para remocao de

qualquer volatil, como agua ou solventes. Apos, os LI-IFAs foram dissolvidos em



etanol (20 mL), em seguida, a silica mesoporosa pré-calcinada (450°C, 24h,
poro de 60 e 90 A) foi adicionada para promover uma variacido de massa de
10%, 20% e 50% e as misturas foram agitada por 2h a temperatura ambiente
(25° C), conforme ja descrito por Bica e col., (2012). O solvente foi removido e
as amostras mantidas sob pressao reduzida por 12h. As misturas contendo
10% e 20% de massa de LI-IFAs foram obtidas na forma de pd branco ou
levemente amareladas. As misturas contendo 50% de massa de LI-IFAs, foram
obtidas na forma de um material mais pastoso.

De maneira semelhantes, o LI-IFAs [DIF][IBU] foi suportado nas silicas
MCM-41 e SBA-15. O LI-IFAs [DIF][IBU] foi dissolvido em etanol (20 mL), e em
seguida, a silica (SBA-15 ou MCM-41) foi adicionada para promover uma
variacdo de massa de 20%, e a mistura agitada por 24 horas a temperatura
ambiente (25° C). O solvente foi removido e as amostras mantidas sob pressao

reduzida por 12h.

3.3.3 Caracterizacao

Os compostos suportados nas silicas mesoporosas 60 A (SiO2-60), 90 A
(Si02-90), SBA-15 e MCM-41 foram caracterizadas por meio da andlise
termogravimétrica, difracdo de Raios X em pd, microscopia eletrbnica de

varredura, microscopia eletrénica de transmisséo e adsorcao/dessorcao de N2.

3.3.4 Solubilidade e Cinética de liberacéo

3.3.4.1 Método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia

76

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € um método utilizado

rotineiramente no controle de qualidade de farmacos, devido sua alta sensibilidade,

repetibilidade, especificidade e boa performance na anélise.

3.3.4.1.1 Determinacao da Linearidade

A linearidade do método proposto foi avaliada através da construgcdo de curvas

de calibracdo produzidas com solucdes de diferentes concentracdes para cada LI-
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IFAs estudado. As curvas de calibracdo foram construidas em todos solventes de

interesse no estudo: PBS pH 7,2, H2O/EtOH 5% (v/v), PBS pH 7,2 com 1% Tween®.
As imagens das curvas de calibracdo, estdo nos Apéndice VIII. A linearidade

da curva analitica foi obtida através de regressao linear e os coeficientes de correlacéo

linear mostram-se iguais ou superiores a 0,99.

3.3.4.2 Solubilidade

A determinacdo das solubilidades maximas foi realizada seguindo protocolo
Flask Method (OECD, 1995). 1 mL de solu¢gbes H2O/EtOH 5%(v/v) e PBS pH 7,2
supersaturadas dos LI-IFAs foram submetidas a agitacdo por 24 h a 37 £ 1°C, ap6s
esse tempo, as solugcdes permaneceram em repouso por 1h a 37 °C, foram retirados
100 pL do sobrenadante que foram diluidos para 1 mL, as concentracdes foram
determinadas por CLAE pela regressao linear: A= axC + b das retas obtidas

previamente (na qual A é a unidade de area obtida e C é a concentracao).

3.3.4.3 Perfil de liberagéo

A avaliacdo do perfil de liberagdo do LI-IFAs puros e a partir das silicas foi
realizada utilizando-se a técnica de difusdo em saco de didlise. Inicialmente foram
preparadas suspensfes de silica/LI-IFAs 20% (SiO2/LI-IFAs 20%) nos meios de
interesse. 1 mL das suspensfes foram transferidas para o interior da membrana de
dialise, a qual apos seu fechamento, foi colocada em um bécher contendo 30 mL dos
meios (PBS pH 7,2 com 1% Tween 80® ou FGS pH1,2). Este sistema foi mantido em
banho termostatizado sob agitacdo. Em intervalos de tempo pré-determinados (O, 5,
10, 15, 20,25, 30, 45, 60, 120, 180,240, 300 min) aliquotas de 250 pL do meio de
liberacdo foram coletadas e analisadas por CLAE, segundo condi¢des
cromatograficas previamente estabelecidas no estudo, o volume retirado era
imediatamente reposto com o meio de liberacao, a fim de manter a condi¢éo sink, isto
€, em meio de dissolu¢cdo com concentracdo equivalente a até 10% da saturacdo. O
ensaio foi realizado para [DIF][IBU], [LID][IBU] e [RAN][IBU] suportado nas silicas 60
e 90 A, bem como para o LI-IFAs puros. O perfil de liberacéo do LI-IFAs [DIF][IBU]
suportado nas silicas MCM-41 e SBA-15 foi realizado seguindo procedimento a cima.
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Apenas os experimentos de liberacdo utilizando o LI-IFAs [DIF][IBU]
foram realizados em duplicata. Uma vez que estes mostram boa
reprodutibilidade, a liberacdo das demais LI-IFAs foi medida uma unica vez.

As cinéticas de liberacao para os LI-IFAs suportados foram obtidas pelo

modelo de Higuchi, segundo Equacao 20.

Qt= kH N (20)
3.4 EQUIPAMENTOS

3.4.1 Reator fotoquimico

Neste trabalho foi utilizado um sistema de irradiacdo que consiste numa
lampada monocromética UV de 254 nm (Philips; 15 W, UV-C) inserida huma caixa
retangular com dimensdes de 53 cm de comprimento, 22 cm de largura e 24 cm de
altura. O espectro de irradianca foi medido na faixa de 220-280 nm usando um
Espectroradibmetro RPS 900. O valor de irradianca foi 9,2 W m2. Para a irradiacédo
das amostras, a lampada foi estabilizada por 10 minutos, e, foi utilizada uma cubeta
retangular de quartzo com 10 mm de aresta, 4,5 cm de altura e capacidade maxima
de 3,5 mL de amostra, a qual permaneceu durante a irradiacéo, a uma distancia de

14,8 cm da lampada contida no sistema.

3.4.2 Ensaios por Espectrofotometria de Fluorescéncia

Os espectros de excitacdo foram obtidos entre 200 e 800 nm. Os espectros de
emissao foram obtidos fixando-se os comprimentos de onda de excitagao de cada LI-
IFAs com méxima intensidade. Para [BUP][IBU] o comprimento de onda de excitagdo
foi fixado em 230 nm, para [RAN][IBU] 223 nm, para [LID][IBU] 225 nm e para
[DIF][IBU] 227 nm. Em todas as medidas o slit foi mantido em 5 nm. Foi utilizada uma
solucéo hidroalc6olica 50% de pH 6,8, e concentracdo das solucdes foi 5x10°mol L
1. As medidas foram realizadas em um espectrofotobmetro de fluorescéncia Cary
Eclipse (Varian) usando uma cubeta de quartzo de 10 mm de caminho Optico. O
equipamento esta localizado no Centro de Ciéncias Naturais e Exatas da UFSM (RS).
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3.4.3 Anélise Termogravimétrica

A estabilidade térmica dos compostos foi determinada por um equipamento
TGA Q5000 (TA Instruments Inc. USA) sob atmosfera inerte de N2 (50 mL min't). O
equipamento € calibrado com CaC204H20 (99,9%). A massa de amostra pesada foi
de aproximadamente 2-5 mg. Os dados foram tratados utilizando o Software TA
Universal Analysis 2000, versao 4.5 (TA Instruments Inc., USA). O equipamento esta

localizado no Centro de Ciéncias Naturais e Exatas da UFSM (RS).

Capitulo I: As taxas de aquecimento utilizadas foram de 1, 5 e 10 °C min™.

Capitulo II: A taxa de aquecimento utilizada foi 10° C min-L.

3.4.4 Difracdo de Raios X em po6

As analises de difracéo de raios X pelo método do p6 foi realizada nas amostras
de silica 60 e 90 A e SBA e MCM antes e ap0s os LI-IFAs serem suportados,
respectivamente. As analises foram realizadas em um difratbmetro de pd Brucker
D5005, conectado a um gonidmetro. Radiacdo monocromatica Cu-Ka (A = 1, 5418
nm) por um cristal de grafite foi utilizada. Padrdes foram coletados no modo varredura
com um passo de 0,01 e contagem de tempo de 0,5 s na faixa angular de 5° a 80°
com configuragao 0 - 26, usando 40 kV e 30 mA. O p¢ foi pressionado manualmente
dentro do porta amostras. Todos os espectros de difracdo foram coletados em ar a
temperatura ambiente (25 °C). O equipamento esté localizado no Centro de Ciéncias
Naturais e Exatas da UFSM (RS).

3.4.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) da silica SiO2-60
pura e suportada com os LI-IFAs 20% foram obtidas por microscopia eletrénica de
varredura de campo (Tescan Mira 3). Todas as amostras foram depositadas em fita
de carbono e, posteriormente, revestidas com ouro antes da abtencdo da imagem. O

Equipamento esta localizado na Universidade de Caxias do Sul (RS).
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3.4.6 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A morfologia dos materiais suportados nas silicas foi investigada com um
microscoépio eletrénico FEI-Morgagni 268D operando a uma voltagem de 80 kV. As
amostras foram medidas a 25 °C em uma grade de cobre revestida por “carbono
perfurado” (Holey Carbon). O equipamento esta localizado no Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste (CETENE, Recife,-PE).

3.4.7 Adsorcao/dessorcédo de N2

A area superficial, volume e diametro de poro foram obtidos através da
adsorcao/dessorcdo de N2, utilizando um equipamento Micromeritics
ASAP2020N Surface Area and Porisity Analyzer, através de isotermas de
adsorcdo/dessorgdo de N2 a 77 K, sendo que as amostras contendo os LI-IFAs
foram secas em temperatura de aproximadamente 100 °C e sob vacuo.

O método de Brunauer Emmet e Teller (BET) utilizado para o célculo da
area superficial especifica. Enquanto que o a determinagéo do diametro médio
de poros, volumes e distribuicdo de tamanho de poros, deu-se pelo método de
Barret-Joyner-Halenda (BJH). O equipamento estd localizado no Centro de
Ciéncias Naturais e Exatas da UFSM (RS).

3.4.8 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A solubilidade e a liberacdo em funcdo do tempo para os LI-IFAs foram
guantificadas a partir de um equipamento CLAE (série HEWLETT PACKARD 1100).
Métodos individuais foram desenvolvidos para garantir que os componentes dos LI-
IFAs fossem observados em diferentes tempos de retencdo. Em todos os
experimentos, o CLAE foi equipado com uma coluna ZORBAX Eclipse XDB-C (4,6 x
100 mm, 8 nm poro, 3,5 pm). Utilizou-se um volume de inje¢do de 100 pL a um fluxo
de eluente 1 mL mint. O comprimento de onda de detecgdo no intervalo UV-Visivel
foi estabelecido em 210 nm. As amostras foram eluidas com uma fase movel contendo
uma mistura acetonitrila e agua ultrapura em uma relacao (v/v) de 60:40.

O equipamento esta localizado no Centro de Ciéncias Naturais e Exatas da UFSM
(RS).
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3.4.9 Ressonancia Plasménica de Superficie

As medidas de Ressonancia Plasmoénica de Superficie (SPR) foram realizadas
em comprimento de onda 670 nm, a 25 °C e fluxo de 50 pyL min-t, utilizando
equipamento Multi-Paramétrico de Ressonancia Plasmonica de Superficie (MP-SPR)
SPRNavi 200 (BioNAvis®, Finlandia). Os experimentos foram realizados utilizando um
chip sensor de SiO2 (SPR102-SiO2). O equipamento esta localizado no Centro de
Ciéncias Naturais e Exatas da UFSM (RS).

A condicdo do chip sensor foi confirmada pelo modo de varredura em agua.
Para cada medida, o chip sensor foi inicialmente submetido a solucdo hidroalcodlica
50% durante 10 minutos até que a linha base estavel fosse alcancada. Os
experimentos consistiram de injecdes de 250 pL de solugdo do LI-IFAs [BUP][IBU],
[LID][IBU] e [DIF][IBU]. N&o foi possivel realizar o experimento para o LI-IFAs
[RAN][IBU].

Para determinac&o da constante de dissociacdo (Kp) foram analisados os LI-
IFAs que interagiam com a silica do chip injetando solucdes de diferentes
concentragbes. Os Kp das interacdes LI-IFAsS/SIO2 foram calculados com a
intensidade do sinal RU registrada em 5 min para cada LI-IFAs usando o software

TraceDrawer v.1.6 (Ridgeview Instruments AB, Vange, Suécia).

3.5 ATIVIDADE FARMACOLOGICA

Os testes de atividade farmacolégica foram realizados no Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Santa Maria, sob

supervisédo da Professora Sara Marchesan de Oliveira.

3.5.1 Animais

Para os experimentos foram utilizados camundongos Swiss adultos machos,
pesando aproximadamente 25-30 g. Os animais foram mantidos em uma sala com
temperatura controlada (22 + 2°C), sob um ciclo claro-escuro de 12 h com livre acesso
a agua e comida. Os experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes éticas
estabelecidas para investigacoes de dor experimental em animais conscientes

(ZIMMERMANN, 1983). O protocolo experimental seguiu a legislacdo nacional e
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internacional para uso animal (diretrizes do Conselho Nacional de Controle e
Experimentacdo Animal - CONCEA - e da Politica de Servico a Saude Publica dos
EUA sobre Cuidados Humanos e Uso de Animais de Laboratério - Politica PHS). Os
estudos comportamentais também seguiram as diretrizes de pesquisa animal
(ARRIVE - do inglés - Animal Research: Reporting in vivo Experiments) (MCGRATH,;
LILLEY, 2015) e foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Santa Maria (CEUA n°: 3091291117/2018). O numero de animais e a intensidade de
estimulos nocivos foram o minimo necessario para demonstrar os efeitos consistentes

dos tratamentos.

3.5.2 Tratamento com os LI-IFAs e sais precursores

Os animais foram tratados por via oral (v.0.) com veiculo (5% de etanol e 95%
de solugédo salina (0,9%); 10 mL kg, v.0.), ibuprofenato de ranitidina, bupivacaina,
lidocaina e difenidramina (100 mg kg, v.0.). Os compostos ibuprofenato de sédio
(300 mg kg, v.0.) e cloridrato de difenidraminda (10 mg kg, v.o.) foram utilizados
como controles positivos para o teste. Os compostos foram diluidos no veiculo antes
da administracdo oral. A capsaicina (1 nmol pata?, 20 uL) foi administrada via
intraplantar (i.pl.), e, foi adquirida da Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA).
Todos os testes foram realizados 1 h apds a administracdo dos compostos. As doses
usadas e o horario dos tratamentos que antecedem os testes foram baseados em
estudos prévios (OLIVEIRA et al., 2009; DA SILVA BRUM et al., 2016).

3.5.3 Nocicepc¢éo espontanea induzida por capsaicina

Primeiramente os animais foram habituados ao local de observacéo, que
consistiu de uma camara de vidro, durante pelo menos 30 minutos antes do
experimento. Posteriormente a habituacdo, os animais foram tratados com veiculo
(10 mL kg1, v.0.) ou com os LI-IFAs ([RAN][IBU]; [BUP][IBU]; [DIF][IBU] e [LID][IBU];
100 mg kg, v.0.), 1 hora depois dos tratamentos foram injetados 20 pL de capsaicina
(1 nmol pata?) intraplantarmente (i.pl.) na pata traseira direita dos camundongos. O
tempo total gasto pelo animal para lamber a pata injetada foi cronometrado durante 5
min como um indice de nocicep¢do (OLIVEIRA et al., 2009; DA SILVA BRUM et al.,
2016).
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Também foi avaliado no teste da capsaicina uma curva de dose-resposta (10,
30, 60, 100 mg kg, v.0.) para o LI-IFAs [DIF][IBU] (que apresentou melhor efeito no
teste anterior), assim como seus respectivos controles cloridrato de difenidramina (10
mg kg?, v.0.) e ibuprofenato sédico (300 mg kg?, v.0.). Além disso, o LI-IFAs
[DIF][IBU] suportados nas silicas de 60 A e 90 A foi avaliado na dose de 100 mg kg

1 v.o.

3.5.4 Alodinia Mecéanica

A medida da alodinia mecéanica foi avaliada usando o paradigma Up-and-Down,
como descrito anteriormente por Oliveira e col. (2016). Os camundongos foram
aclimatados primeiramente em caixas de Plexiglas individuais (7 x 9 x 11 cm) sobre
uma plataforma elevada de malha de arame para permitir o acesso a superficie plantar
das patas traseiras. Os filamentos de von Frey de intensidades crescentes (0,02-10,0
g) foram aplicados a superficie plantar da pata traseira dos camundongos com uma
presséo fazendo com que o filamento dobre. A auséncia de um levantamento da pata
apos 5 segundos levou a utilizacdo do préximo filamento da escala com maior
intensidade. A ocorréncia de um levantamento da pata, indicando uma resposta
positiva frente ao estimulo aplicado, levou a utilizacdo do préximo filamento da escala
com menor intensidade. Este paradigma foi continuado até um total de seis medidas
ou até quatro respostas positivas ou quatro respostas negativas consecutivas. O limiar
mecanico de retirada de pata (LRP) foi calculado a partir das pontuacdes resultantes
tal como descrito anteriormente por Dixon (1980). O LRP foi expresso em gramas (g)
e avaliado varias vezes ap0os as injegoes.

Para verificar se os compostos causavam alteracdes no limiar mecéanico dos
animais em condic¢des fisiologicas, ou seja, sem a indugdo de qualquer modelo de dor,
primeiramente foi avaliado o limiar mecénico basal dos animais (B; antes dos
tratamentos). Em seguida eles foram tratados com veiculo (10 mL kg, v.0.) ou com
os LI-IFAs ([RAN][IBU]; [BUP][IBU]; [DIF][IBU] e [LID][IBU]; 100 mg kg%, v.0.).

Também foi avaliado o limiar mecéanico dos animais ap6s a administracéo de
diferentes doses (curva dose-resposta: 10, 30, 60 e 100 mg kg%, v.0.) para o LI-IFAs
[DIF][IBU] (que apresentou melhor efeito no teste da capsaicina) assim como seus
respectivos precursores como controles, cloridrato de difenidramina (10 mg kg%, v.0.)
e o ibuprofenato sédico (300 mg kg, v.0.).
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Além disso, o LI-IFAs [DIF][IBU] (100 mg kg%, v.0.) suportado nas silicas de

60 A e 90 A foi avaliado para ambos, o limiar mecanico e a nocicep¢do espontanea.

3.5.5 Avaliacédo da atividade locomotora

Para avaliar possiveis efeitos sedativos ou relaxantes musculares néo
especificos a atividade locomotora forcada foi analisada através do teste do cilindro
giratério (BRUSCO et al., 2017). Esse teste consiste em um cilindro giratorio (3,7 cm
de diametro, com velocidade de 8 rpm) onde os animais foram treinados até
permanecerem no aparelho por 60 segundos sem cair. No dia do teste, o nimero de
guedas dos animais do cilindro em movimento foi avaliado durante 4 min.

Os animais foram tratados por via oral com veiculo (10 mL kg, v.0.) ou com os
LI-IFAs ([RAN][IBU]; [BUP][IBU]; [DIF][IBU] e [LID][IBU]; 100 mg kg%, v.0.).

Também foi avaliada a atividade locomotora dos animais que receberam
diferentes doses (curva dose-resposta: 10, 30, 60 e 100 mg kg?, v.0.) LI-IFAs
[DIF][IBU] (que apresentou melhor efeito no teste da capsaicina) assim como seus
respectivos precursores como controles, cloridrato de difenidramina (10 mg kg2, v.0.)
e o ibuprofenato sédico (300 mg kg, v.0.).

A atividade locomotora foi também avaliada em animais que receberam a
administracdo do LI-IFAs [DIF][IBU] (100 mg kg%, v.0.) suportado nas silicas de 60 A
e 90 A.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o desenvolvimento deste trabalho foram selecionados quatro LI-IFAs
formados pelo anion ibuprofenato e os seguintes cétions: ranitidinio, bupivacainio,
difenidraminio e lidocainio. Estes LI-IFAs foram selecionados considerando-se as
atividades anti-inflamatéria e analgésica do ibuprofeno, que é o um dos farmacos
amplamente utilizado. Os LI-IFAs utilizados neste trabalho foram sintetizados e
caracterizados previamente, segundo metodologias ja descritas (FRIZZO et al., 2016).
Para um melhor entendimento dos resultados apresentados, adotou-se um sistema
de siglas para os LI-IFAs. Estas siglas foram adotadas de acordo com as estruturas e

nomes comuns dos cations e anions, conforme Figura 27.

Figura 27 - Estruturas e siglas dos LI-IFAs estudados nesta Tese.
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Este capitulo estd organizado em dois sub-capitulos: Capitulo | e Capitulo Il
(Figura 28).

Os resultados do Capitulo | sdo referentes ao estudo de degradacédo dos LI-
IFAs derivados do ibuprofeno tais como: (i) degradacdo térmica; (ii) degradacéo

fotolitica; (iii) degradacao fotoquimica.
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Os resultados do Capitulo Il séo referentes ao estudo das propriedades dos LI-
IFAs suportados em silica mesoporosa, tais como: (i) estabilidade dos LI-IFAs; (ii)
morfologia (iii) cinética de liberacéo in vitro.

Desta forma, essa parte da tese tem a finalidade de apresentar os resultados
referentes as propriedades fisico-quimicas de degradacdo dos LI-IFAs e das

propriedades resultantes da interacao destes LI-IFAs com silica mesoporosa.

Figura 28 - Esquema geral da divisdo de capitulos.

Liquidos I6nicos a partir de
Ingredientes
. Farmacologicamente Ativos
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CAPITULO |
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4.1 ESTABILIDADE TERMICA E DEGRADACAO OXIDATIVA DE LIiQUIDOS
IONICOS FARMACOLOGICAMENTE ATIVOS

O estudo de degradacédo térmica e oxidativa foi realizado a fim de obter
informacdes sobre a estabilidade dos LI-IFAs com as mudancas de temperatura,
exposicdo a luz UV-C e agentes oxidantes (H202). Uma vez que estes LI-IFAs
apresentam potencial uso farmacéutico estas propriedades sdo de fundamental

importancia considerando-se a manufatura, condicdes e tempo de estocagem.

4.1.1 Degradacéao térmica
4.1.1.1 Efeito da velocidade de aquecimento no comportamento térmico dos LI-IFAs

O método termogravimétrico (TG) utilizado no desenvolvimento deste trabalho
é considerado um método dindmico também chamado ndo-isotérmico, no qual a perda
de massa é registrada continuamente a medida que a temperatura aumenta a uma
razao constante ou linear. Os perfis de degradacao dos LI-IFAs na taxa de 10 °C min
L estdo demonstrados na Figura 29.

Figura 29 - TG e DTG dos LI-IFAs derivados do ibuprofeno em uma taxa de
aquecimento de 10 °C min.
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Nas curvas de TG, a perda de massa (expressa no eixo vertical em
porcentagem) é caracterizada por duas temperaturas Ti e Tr. Ti € a temperatura inicial
da degradacéo e Tr € a temperatura final. Neste trabalho Ti e Tr estdo representados
por AT, que corresponde a faixa onde ocorre perda de massa visivel (Figura 29).

Os LI-IFAs foram submetidos a trés taxas de aquecimento, 1, 5 e 10 °C min,
As curvas de TGA nestas taxas de aquecimento do [BUP][IBU] sdo mostradas na
Figura 30. A curva de TGA do [BUP][IBU] apresentou apenas um pico na derivada de
perda de massa (DTG), indicando que a degradac¢édo térmica desse composto ocorre
em uma Unica etapa, nas condi¢cdes avaliadas. Os demais LI-IFAs apresentaram
comportamento semelhante e os perfis de degradacdo estdo demonstrados no
Apéndice |. Em todas as taxas, um comportamento similar é observado, e um pequeno
deslocamento no perfil das curvas termogravimétricas ocorre em funcéo do aumento
da taxa de aquecimento. Conforme Tabela 3 0 mesmo comportamento é observado
para os demais LI-IFAs derivados do ibuprofeno. De acordo com os dados de
TG/DTG, uma Unica etapa de perda de massa foi observada com Am > 95% para
[BUP][IBU], [LID][IBU], [DIF][IBU] e Am < 90% para [RAN][IBU].

As variac6es dos picos de temperatura de degradacao observadas nas curvas

TG/DTG foram utilizadas para determinar os parametros termocinéticos dos LI-IFAS

Figura 30 - Perfil de decomposicdo de [BUP][IBU] nas taxas 1,5 e 10 °C mint.
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Tabela 3 - Resultados de TG/DTG dos LI-IFAs derivados do ibuprofeno.

[DIF][IBU] [LID][IBU]
Taxa de
_ % Perda % Perda
aquecimento AT? (°C) TP AT (°C) T
_ de massa de massa
(°C min?)
1 94-176 161 98 107-188 172 98
5 115-214 197 98 123-219 203 98
10 120-242 218 98 137-247 223 99
[RAN][IBU] [BUP][IBU]
Taxa de
_ % Perda % Perda
aquecimento AT (°C) Tq AT (°C) Td
_ de massa de massa
(°C min')
1 59-661 179 82 113-243 210,2 97
5 109-629 200 82 125-301 245,3 97
10 132-601 219 81 135-321 266,3 97

aAT = faixa de decomposicdo dos LI-IFAs (Ti - Ty). PTq = temperatura de maxima decomposicéo.

4.1.2 Parametros termocinéticos

A degradacéao térmica dos LI-IFAs foi determinada experimentalmente usando
a técnica de TG dinamica. Os parametros cinéticos foram calculados utilizando o
método diferencial de Friedman (FRIEDMAN, 2007) e o método integral de Ozawa-
Flynn-Wall (O-F-W) (OZAWA, 1965).

4.1.2.1 Método de Friedman

O método de Friedman é baseado na suposi¢cao de que o modelo da reacéo é
independente do programa de aquecimento e depende apenas da velocidade de
perda de massa. De acordo com esse método de analise cinética, para uma série de
experimentos realizados em diferentes taxas de aguecimento € possivel determinar o
valor da energia de ativacdo (Ea), para cada fracdo de conversdo de massa, a. Um
grafico In(Bda/dT) em funcéo de 1/T, para condi¢cbes nao isotérmicas produz uma reta

cujo coeficiente angular € igual a Ea/R, conforme descrito na Equagéo 6, em que f(a)
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sera igual a (1 - a). Os dados obtidos para [BUP][IBU] sdo mostrados na Figura 31.

Os gréficos correspondentes aos outros LI-IFAs encontram-se no Apéndice |.
d E
in|5] B = nlAf (@] - (6)

Figura 31 - Grafico In(Bda/dT) versus 1/T obtidos pelo método de Friedman para

[BUP][IBU].
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Os valores de Ea assumidos na faixa de fragdo de conversdo de massa (a),
entre 0,1 e 0,9 variaram para todos os LI-IFAs, conforme pode ser visto nas Figuras
(32 a-d). Para [BUP][IBU], com o aumento de a, os valores de Ea e In A diminuiram.
Para [RAN][IBU] houve um aumento de Ea e In A quando 0,1 > a < 0,4, e quando 0,5
> a < 0,8 houve uma diminui¢cao destes parametros, € novamente um amento em a
0,9. [LID][IBU] apresentou valores de Ea e In A com mudangas menos significativas
com o0 aumento de a, e [DIF][IBU], apresentou diminuicdo de Ea e In A com aumento
de a. Este comportamento observado nos LI-IFAs permite considerar a hipotese de
gue mais de uma reagao ocorre no processo de decomposi¢cao dos mesmos (TITA et
al., 2010). Sabe-se que a decomposi¢cédo de farmacos € um processo complexo que
tende a ocorrer em varios estagios. Dentro deste processo complexo e simultaneo,

reacoes competitivas e consecutivas podem ocorrer (MARIAN et al., 2013).
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Figura 32 - Gréficos das energias de ativacdo (Ea) e fatores de frequéncia (A) para
cada fragao de conversao de massa, a, para os LI-IFAS (a) [BUP][IBU];
(b) [RAN][IBU]; (c) [LID][IBU]; (d) [DIF][IBU]. Obtidos pelo método de

140 T T T T T T T T T 35 150 ——T T ——T— 7 T 40
e E, (kJmol") e E_(kJ.mol")
. e 35
1204 e InA(min") 30 ol e InA(min”)
30
100 | L 25 e
. . 100
- * L4 . . a . ® ¢ ° . 25
— — L]
.,6 80 4 . = . 3 - F20 5| |2 o ¢ . . . . ) 5
. [+} . >
g . }: g . o ¥ 20 3
2 60| Lis 3| |2 ES
< 5| | 5 2
o - ~ = -
ww ~| |w’ s0 e
40 10
10
201 Ls 22 L5
0 T T T T T T T T T 0 0 T T T T T T T T T 0
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
a o
120 T T T T T T T T T 35 100 T T T T T T T L3 T T 30
e E (kJmol’) e E (kJ.mol’)
100 e InA(min") 30 - o InA(min®) L2
25 < . o
80 L] . L] 20
. & . ® . . L4 - .
= L
Z . 20 = o o ° L, . . =
S . o . 0 . 2 = L =]
2 60 ¢ & ® 18 g€ 5 . L1s >
£ || € 3@ & % =
S Lis 3| | 3 3
x = x 40 S
- - o -
w40 ~ |l B R
10
= 20 -
20 4 .5 Fs
0 T T T T T T T T T 0 0 T T T T T T T T T 0
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
o o

4.1.3.2 Método de Ozawa- Flynn-Wall

O método de O-F-W permite a determinacdo da energia de ativacao a partir
dos dados termogravimétricos nao isotérmicos em diferentes taxas de aquecimento,
sem um conhecimento prévio da fracdo de conversdo de massa e do fator de

frequéncia. A base de calculo para o método de O-F-W é descrita pela Equacao 7.

AE E
log B = log [% — 2,315 - 04567 = @)
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Pelo grafico de log B versus 1/T, para cada valor de fracdo de converséo de
massa € possivel determinar a energia de ativacao pelo coeficiente angular da curva,
-Ea/R. A Figura 33 apresenta os dados obtidos para [BUP][IBU]. Os graficos
correspondentes aos outros LI-IFAs encontram-se no Apéndice |.

Figura 33 - Grafico log B versus 1/T obtidos pelo método de Ozawa-Flynn-Wall para
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De modo geral, os perfis de decomposicao dos LI-IFAs obtidos pelo método de
O-F-W foram muito semelhantes aos obtidos pelo método de Friedman como

mostrado na Figura 34.
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Figura 34 - Gréaficos das energias de ativacdo (Ea) e fatores de frequéncia (A) para
cada fragao de conversao de massa, a, para os LI-IFAS (a) [BUP][IBU];
(b) [RAN][IBU]; (c) [LID][IBU]; (d) [DIF][IBU]. Obtidos pelo método de O-F-
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Como pode ser visto na Tabela 4, os valores de Ea e In A para os métodos de

Friendam e O-F-W séo similares. Esta comparacdo sugere que os dados podem ser

calculados aplicando diferentes métodos cinéticos em cada composto. A Tabela 4

apresenta os valores obtidos pelos dois métodos nas fragdes de conversdo de massa,

0,1 e 0,5, que correspondem a 10% e 50% de perda de atividade, respectivamente.
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Tabela 4 - Parametros cinéticos das reacfes de decomposicdo dos LI-IFAs obtidos

pelos métodos de Friedman e O-F-W.

LI-IFAs Friedman O-W-F
Ea (kJ mol?) In A (min'!)  Ea(kJ mol?) In A (min1)

87,12 20,42 72,72 16,82
[RAN][IBU]

93,2b 21,7° 94 5P 22,5b

102,62 23,42 108,32 25,12
[BUP][IBU]

88,1b 19,4b 96,2 b 21,7

80,62 19,02 86,52 20,72
[LID][IBU]

76,9P 18,3b 83,5P 20,0°

74,52 17,42 78,72 18,82
[DIF][IBU]

63,3P 15,0P 73,70 17,8

aFator de converséo a = 0.1 .PFator de conversédo a = 0.5.

Os valores de Eacorrespondem a diferenca de energia entre os reagentes e 0
estado de transigdo. Quanto maior o valor de Ea, mais energia € necessaria para 0s
reagentes (moléculas dos LI-IFAs) atingirem o estado de transi¢cdo da reacdo de
decomposicdo. Sendo assim, pode-se assumir uma ordem crescente de estabilidade
para os LI-IFAs, considerando 50% de perda de atividade: [DIF][IBU] < [LID][IBU] <
[BUP][IBU] < [RAN][IBU]. Esta sequéncia & observada tanto na Ea determinada por
Friedman, quanto na Ea determinada por O-F-W. A diferencga no perfil de Ea em fungéo
de a — observada para esta série de LI-IFAs — mostra que o0s cations séo
determinantes na degradacéao térmica dos LI-IFAs baseados no ibuprofeno.

Uma vez que os valores das Ea dos LI-IFAs mostraram-se proximos, utilizando
ANOVA e aplicando o teste de Bonferroni a comparacdo das médias com p>0,05 foi
realizada. Na Figura 35-a € mostrado o boxchart de comparacdo das medidas das Ea
calculadas pelo método de Friedman para os LI-IFAs. Considerando um intervalo de
95% de confianca ndo ha diferenca estatistica nos valores de Ea entre [RAN][IBU] e
[BUP][IBU]. Em relacdo aos demais LI-IFAs ha diferencas estatisticas. Entretanto,
quando sado comparas as médias das Ea estimadas pelo método O-F-W (Figura 35-b)
diferencas estatisticas entre todas as amostras foram observadas. A diferenca esta

no fato que o método O-F-W utiliza uma aproximacgdo para a integral de Arrhenius.
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Desta forma, a ordem de estabilidade atribuida para o método de Friedman é
[RAN][IBU] = [BUP][IBU] > [LID][IBU] > [DIF][IBU], e para 0 método de O-F-W é
[BUP][IBU] > [RAN][IBU] > [LID][IBU] > [DIF][IBU].

Figura 35 - Comparacédo das médias de Ea calculadas pelos métodos de (a) Friedman;
(b) O-F-W, com p>0,05.
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4.1.3 Parametros termodinamicos

Os parametros cinéticos (Ea e In A) obtidos polos métodos de Friedman e O-F-
W foram utilizados para obtencéo da energia de Gibbs (AG#), entalpia (AH*) e entropia
(AS*) para a formacédo do complexo ativado da reacdo de degradacéo térmica de cada
um dos LI-IFAs (Tabela 5). Os parametros de ativacdo foram calculados a 25 °C
(298,15 K) utilizando valores de Ea e In A em a = 0,1 e 0,5. A determinagédo dos
parametros nestes valores de a sao importantes do ponto de vista farmacéutico, pois
10% de perda de atividade estd geralmente associada ao tempo de prateleira,
enquanto que 50% de perda de atividade esta relacionada ao tempo de meia-vida dos
compostos.

O AGH é influenciado pelo AH* e AS* da formacéo do complexo ativado. Os
valores de entalpia de ativacdo mostram as diferengas de energia entre o complexo
ativado e a estrutura inicial dos LI-IFAs. Como esperado, os valores de AG*e AH*séo
positivos, devido a degradacgéo térmica ser um processo endergbnico, ou seja, que as
formacdes dos estados de transicédo dos LI-IFAs sdo ndo-espontaneas e dependentes

do aquecimento. Quanto maior e mais positivo os valores de AH* mas energia é
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necessaria para quebrar as ligagGes covalentes dos LI-IFAs. Os valores de AH*
confirmam a ordem de estabilidade estimada baseada nos valores de Ea para os LI-
IFAs para ambos métodos. A AS* é uma medida da ordem gerada ou perdida quando
se compara 0 complexo ativado com o0s reagentes. Baixos valores de entropia de
ativacdo indicam a baixa reatividade dos compostos. Assim, os valores negativos de
AS*para a degradacao destes LI-IFAs confirmam que o complexo ativado do processo
de degradacdo tem um alto grau de organizacédo, ou seja, o complexo ativado € mais
organizado em relagcao aos reagentes (LI-IFAs) (SHAMSIPUR et al., 2013).

Tabela 5 - Comparacdo entre os parametros termodinamicos para a degradacao

térmica dos LI-IFAs obtidos pelos métodos de Friedman e O-F-W a 298,15

K (25 °C).
LI-IFAs Friedman O-F-W
AGH AH? AS*t -TAS? AGH AH? AS* -TAS?
kdmolt kdmoll kJmolitK! kJmolt kJmoll kJmol! kmoltK?1 kJImol?
119,62 84,52 -0,1182 35,12 114,12 70,22 -0,1474 43,92
[RAN][IBU]
139,50 107,9° -0,105b 31,6° 121,9° 92,1k -0,099b 29,80
127,82 100,02 -0,093a 27,72 129,22 105,82 -0,0782 23,42
[BUP][IBU]
123,1b 85,6 -0,126" 37,50 125,6 93,7 -0,107° 31,90
116,82 78,22 -0,1302 38,62 118,42 84,02 -0,1162 34,42
[LID][IBU]
114,60 74,45 -0,135P 40,2 116,8 80,6 -0,122b 36,2P
114,02 72,02 -0,1412 41,92 115,12 76,22 -0,1302 8,92
[DIF][IBU]
109,20 60,8 -0,162° 48,4 112,7b 71,2b -0,139p 41 5b

aFator de converséo a = 0,1 .PFator de conversédo a = 0,5.

As Figuras 36 a-b demonstram o In k versus 1/T para a degradacao térmica dos
LI-IFAs em a = 0,5 nas temperaturas de 20-40 °C. Como observado, a cinética de
reacdo de primeira ordem € descrita pela equacgéo de Arrhenius. As retas mostraram
a mesma tendéncia para ambos os méetodos analisados. Contudo no método de
Friedman, as retas de [BUP][IBU] e [RAN][IBU] ficam mais proximas, e no método de

O-F-W, a retas estao separadas.
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Figura 36 - Relacéo entre In k versus 1/T em 50 % de perda de atividade. (a) Método
de Friedman. (b) Método de O-F-W. Para (e) [DIF][IBU], (A) [LID][IBU],
(¢) [RAN][IBU], (m) [BUP][IBU].
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Os resultados da cinética de degradacdao térmica e as constantes de velocidade
dos LI-IFAs mostraram que os compostos [RAN][IBU] e [BUP][IBU] sao termicamente
mais estaveis e possuem um maior tempo de prateleira. Por outro lado, [LID][IBU] e
[DIF][IBU] possuem baixas estabilidades térmicas. Os tempos de meia-vida para 0s

LI-IFAs foram calculados para a = 0,5 usando a Eq. 21 e estdo mostrados na Tabela

6.

In2
ty/2 = nT (21)

Tabela 6 - Constante de velocidade de reacao (k) e tempo de meia-vida (ti2) dos LI-
IFAs a 25°C.para a 0,5.

LI-IFAs Friedman O-F-W
k 10(min-1) tu2 k 10-(min) t12
[RAN][IBU] 0,2 92 0,2 82
[BUP][IBU] 0,1 132 0,04 352
[LID][IBU] 3,1 157P 1,3 379
[DIF][IBU] 27,0 18° 6,6 72b

ameia-vida em anos; Pmeia-vida em dias.
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Como pode ser observado na Figura 37, variagcbes na temperatura de
armazenamento dos LI-IFAs (20-40 °C) mostraram efeito significativo sobre a meia-
vida. Ou seja, o tempo de meia-vida € um parametro fortemente dependente da
temperatura e decresce com o aumento da mesma. A Figura 37 ainda mostram, que
os LI-IFAs [LID][IBU] e [DIF][IBU] sdo mais sensiveis ao calor, em comparacéo a
[RAN][IBU] e [BUP][IBU]. Esta tendéncia foi observada tanto para o método de
Friedman, quando para O-F-W.

Figura 37 - Tempo de meia-vida dos LI-IFAs para a 0,5 na faixa de temperatura 20-
40°C. (a) Método de Friedman; (b) Método de O-F-W.
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Uma vez que o [DIF][IBU] apresentou a menor estabilidade térmica
consequentemente menores tempos de meia-vida pelos métodos de determinacao
dindmicos (Friedman e O-F-W), o método isotérmico foi aplicado ao composto. Em
um método isotérmico, a amostra é mantida a uma temperatura constante por um
periodo de tempo enquanto a perda de massa € registrada. Do ponto de vista de
aplicacbes farmacéuticas, os LI-IFAs devem ser estaveis a temperaturas constantes
por um determinado tempo (horas, dias ou meses). Neste sentido, o0 método
isotérmico € mais realista quanto ao dado de estabilidade térmica. A Figura 38 mostra
as curvas de TGA pelo método isotérmico de [DIF][IBU] obtidas em diferentes

temperaturas por um periodo de 24 h, sob atmosfera de Na2.
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Figura 38 - TG isotérmica do [DIF][IBU] obtida sob atmosfera de N2 a 50 °C (azul), 75
°C (vermelha) e 100 °C (preta).
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Este gréfico claramente mostra que [DIF][IBU] tem uma estabilidade térmica
melhor na temperatura de 50 °C (Tabela 7) e ndo é estavel em altas temperaturas
(100 °C).

Uma comparacdo sobre a influéncia da atmosfera na estabilidade térmica do
[DIF][IBU] também foi realizada sob atmosfera de ar e N2 em método isotérmico e
100°C. Os resultados da Tabela 8 e da Figura 39 mostram que o [DIF][IBU] € mais
estavel sob atmosfera de N2 do que ar. Sob atmosfera de N2 para que ocorresse 50%
da perda de massa, foram necesséarios 663 minutos, enquanto que em ar, essa
mesma perda precisou del55 minutos menos. Esta diferenga de estabilidade com a
mudanca da atmosfera, deve-se ao fato de que na presencga de oxigénio os LI-IFAs
sofrem reacgbes de peroxidacéo, o que acelera o processo de degradacédo (MATON;
DE VOS; STEVENS, 2013).

Tabela 7 - Perda de massa do [DIF][IBU] apds 24 horas de exposicdo em diferentes

temperaturas, sob atmosfera de No.

Temperature (°C) taso (Min) Am (%)
50 - 2
75 - 52

100 663 92
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Tabela 8 - Perda de massa de [DIF][IBU] apos 24 h de exposicdo a 100 °C sob

atmosfera de N2 e ar.

Atmosfera  tsoonset (Min) Am (%)
N2 663 92
Air 508 95

Figura 39 - Curvas de TG isotérmico do [DIF][IBU] obtidas a 100 °C sob atmosfera de

N2 (vermelha) e ar (preta) apos 24 h de exposicao.

100 4
90:
80:
70-:
60—-

50

Peso (%)

40
30 4

20—:
Air
/N

2

¥ T L T . T v T Y T . 1
0 250 500 750 1000 1250 1500
Tempo (min)

4.1.4 Fotoestabilidade dos LI-IFAs

O perfil de fotodegradacao dos LI-IFAs foi avaliado em solucéo hidroalcéolica
em intervalos de tempo na mesma condi¢do (5x10° mol L1). Inicialmente, os LI-IFAS
foram expostos a radiagdo UV-C através de uma lampada de comprimento de onda
254 nm contida em uma camera. A temperatura da camera foi controlada para 25 °C.
A fotodegradacéo dos LI-IFAs expostos a radiacdo UV-C foi monitorada por meio da
técnica de fluorescéncia.

Na Figura 40 estdo apresentados 0s espectros de excitacdo e emisséao de
[BUP][IBU] na concentracdo 5x10° mol L?, os espectros dos demais LI-IFAs
encontram-se no Apéndice Il. A curva de excitacdo possui dois maximos de
intensidade, em 230 nm e 264 nm. Nos experimentos de fotodegradacao, as curvas
de emisséao de fluorescéncia deste composto foram obtidas utilizando o comprimento

de onda de excitacdo de 230 nm.
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Figura 40 - Espectro de excitacdo e emisséo de [BUP][IBU].
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O decaimento da intensidade de emissdo de fluorescéncia de [BUP][IBU]
durante a fotodegradacéo esta representada na Figura 41-a. A intensidade maxima
do sinal de fluorescéncia do [BUP][IBU] foi monitorada em intervalos de 5 minutos e
diminui ao longo do tempo como mostrado na Figura 41-a, atingindo um valor minimo
em 175 minutos, quando a radiagéo foi removida e a reacao considerada finalizada.
A mesma analise foi realizada para os demais LI-IFAs. Os resultados indicaram que a
fotodegradacao de [RAN][IBU], [DIF][IBU] e [LID][IBU] foi completa em 220, 145 e 120
minutos, respectivamente.

Os mesmos experimentos foram realizados com a adi¢cao de 20 pL de peroxido
de hidrogénio (H202) na concentracdo de 30% para avaliar a degradacéo fotocatalitica
dos LI-IFAs. A Figura 41-b mostra a variagéo na intensidade do sinal de fluorescéncia
do [BUP][IBU] monitorado em intervalos de um minuto ao longo do tempo. A
intensidade maxima do sinal de fluorescéncia diminuiu durante o periodo de 20
minutos, quando a radiacdo foi removida e a reacéo considerada como concluida. A
mesma andlise foi realizada para os demais LI-IFAs. Os resultados indicaram
completa degradacao do [RAN][IBU], [DIF][IBU] e [LID][IBU] em 16, 5 e 15 minutos,

respectivamente.
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Figura 41 - Espectros de emissao de fluorescéncia do [BUP][IBU]. (a) Na auséncia de
H202, Aexcit = 230 nm. (b) Na presenca de 20 pL de H202, Aexcit = 230 nm.
(c) Decaimento cinético dos LI-IFAs expostos a radiacdo UV-C. (d)
Decaimento cinético dos LI-IFAs expostos a radiacdo UV-C/H20z2.

300 g_ 220 4
280 4 o
260 L 2007
240 2 180 | "
220 4 gg 160 o 1
T i 2|3 5
= 50 < 120 ] 4
) 160 4 55' (] g
©® 140 60° ® 1004 173'
o 65' =] 5
2 1 75' 2 g0+ g
o 100 H 85" [) 9
0] | 85 £ 60+ 10
iy 105" 12
60 4 e 115' 40 4 €
i 135' ; 14
40 N 3 .
20 § [ 155' 20 / N ;g
] 4 . dres e ‘
x ' — " - e 2
T T T 1 1 T 1
250 275 300 325 350 375 250 300 350 400
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
() (b)
0.0+ 00
%.AA‘ %o 8 o
b'l. ° aa $ .
' ., G S el *a =
0.5 - NG g
& *e A
LS ® A
3 L X J
Le -0.4 - .
2 . ° ¢ a
= e Y
= -104 s @ = *°, -
— ., = * . i
u L 2 0.6 4
e A D o
1.5 a A ) ®
A
. wopsy . * L e . -
¢ [DIFJ[IBU] B < [BANEBL] -
& [DIF]IBU]
5 = [BUPJ[IBU] 10| = [BUPIIBU]
s T 1 T T T 4 T T 1 T T T T T T T
-50 0 50 100 150 200 250 300 0 2 4 6 8 10 12
Tempo (min) Tempo (min)
() (d)

O perfil de fotodegradacéo (com e sem H202) dos LI-IFAs indicou uma tipica
cinética de primeira ordem (Figuras 41-c e 41-d). Sob estas condi¢des, a constante
cinética para cada um dos LI-IFAs foi calculada a partir da Equacgéo 13. A partir da
inclinacdo da reta, foi possivel obter os valores de k, e calcular os tempos de meia-
vida (t12) para cada um dos LI-IFAs (Tabela 9).

A Equacdo 14 foi utilizada para obter a constante cinética considerando
somente a influéncia de H202 na degradacéo. Os resultados estdo mostrados na
Tabela 9.
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Tabela 9 - Constante da velocidade de degradacao (k), tempo de meia-vida (t12) para
os LI-IFAs submetidos a fotodegradacdo e degradacdo fotocatalitica

calculados pelo acompanhamento dos decaimentos de fluorescéncia a 25

°C.
LI-IFAs “ e IL-API X 2
(min'H)2  (min) (min'H)2  (min)
[BUP][IBU]kp, 1,32x102 61  [LID][IBU]kp, 5092x10% 117
[BUP][IBU]k 0. 6,02x102 11  [LID][IBU]kyo. 1,07x101 v
[BUP][IBUlkyo. +hy  7,34x102 9 [LID][IBUky0. 4y 1,11x101 6
[DIFIIBU] keny 9,62x10° 72 [RAN][IBU] kpy 2,48x10° 279
[DIF][IBU] kpo. 1,25x10% 6  [RAN][IBU] kyo. 1,01x102 7

[DIFNIBUkyo. +no  1,35x10T 5 [RANIIBUkuo. +ny  1,04x101 7

20s coeficientes de correlagdo maiores do que 0,99.

O sistema fotoquimico (sob irradiacdo UV-C) resulta em uma cinética de
decomposicdo que é sensivel a estrutura quimica dos LI-IFAs. O [RAN][IBU] por
exemplo, se decompbe mais lentamente, seguido por [LID][IBU], [DIF][IBU] e
[BUP][IBU], conforme apresentado na Tabela 9. Na degradacéo fotocatalitica (UV-
C/H2032), a cinética de degradacéo foi mais rapida (5-40 vezes) do que o sistema sem
H202, e similar para todos os LI-IFAs (5-9 minutos) (Figura 42). Consequentemente,
os efeitos estruturais ndo foram observados. A maior cinética de degradacdo em H20:2
pode ser atribuida a geracdo mais facil e rapida in situ de radicais hidroxilas. Quando
0 H202 esta ausente, os radicais hidroxilas precisam ser formados a partir da homolise
da agua, que é um processo mais lento (SZABO et al., 2011). Como pode ser visto, a
presenca de H202 na degradacéo fotocatilica foi o fator de maior contribuigcéo para a
degradacdo mais rapida dos LI-IFAs, ou seja, a degradacdo mais rapida esta

associada a formacgao mais rapida de radicais OH.
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Figura 42 - Tempo de meia-vida (ti2) (min) para os LI-IFAs submetidos a
fotodegradacdo e degradacdo fotocatalitica calculados pelo

acompanhamento dos decaimentos de fluorescéncia a 25 °C.
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Para obter informacdes sobre os produtos de degradacdo dos LI-IFAs, os
espectros de massa dos LI-IFAs foram obtidos em modo positivo e modo negativo,
usando a ionizacdo por eletrospray. Os espectros foram adquiridos para amostras
antes da fotodegradacéao (t=0) e no final da reacé&o (t=final), na presenca e na auséncia
de H202. Os espectros de massa obtidos no modo negativo foram os mais ricos em
informacd@es estruturais dos produtos da degradacdo. Os fragmentos m/z observados
nos espectros do modo negativo do LI-IFAs [RAN][IBU] sem H20: e as suas estruturas
provaveis a t=0 e t=280 minutos sdo mostrados na Tabela 10. Como esperado, o
espectro de massa em t=0 mostrou fragmentos tipicos do ibuprofeno, sem fragmentos
de degradacdo. A m/z correspondente ao ion molecular da ranitidina também foi
observada no espectro, confirmando que o LI-IFAs n&o havia sofrido fotodegradcéo.
Apos 280 minutos de irradiagcdo UV-C, observa-se que 0s picos correspondentes ao
ion molecular de ibuprofeno (m/z 205) e da ranitidina (m/z 315) desapareceram. Da
mesma forma, outros picos correspondentes a fragmentacéo do ibuprofeno estavam
ausentes, o que indica que os produtos gerados a partir da fotodegradacédo sé&o
estruturalmente diferentes dos fragmentos observados na fragmentagcdo do
ibuprofeno sem irradiacio UV-C. E provavel que os produtos da fotodegradacéo
sejam instaveis e ndo detectados no espectro de massa, conforme é possivel verificar

na sobreposi¢ao dos espectros na Figura 43.
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Figura 43 - Sobreposicéo dos espectros do [RAN][IBU] —t =0 s (preto) e t = 280 min

— no modo negativo. Modo SCAN (auséncia de H202).
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Os fragmentos m/z observados nos espectros do modo negativo do [RAN][IBU]
com H202, em conjunto com as suas provaveis estruturas (t=0 e t=7 min) sao
mostrados na Tabela 10. O espectro de massa em t = 0 foi semelhante ao da amostra
em t = 0 sem H20:2 — fragmentos tipicos de ibuprofeno e ranitidina foram evidentes.
Apds 7 minutos de irradiacdo UV-C, o pico correspondente ao ion molecular do
ibuprofeno (m/z 205) foi observado em menor intensidade. O ion molecular da
ranitidina (m/z 313) e o fragmento com m/z 170 desapareceram. Em contraste com a
fotodegradacdo sem H202, o pico correspondente ao produto de degradacdo do
ibuprofeno foi observado em m/z 221. Este fragmento ja foi descrito na literatura como
um fragmento formado na degradacao fotocatalitica do ibuprofeno quando utilizado
como catalisador o TiO2 (DA SILVA et al., 2014). Os autores sugeriram que um radical
hidroxila gerado por TiO2 exposto a radiacdo UV-C é incorporado na porcgéo isobutila
ou propidnica do ibuprofeno, formando assim o produto de oxidacdo do ibuprofeno
(Figura 44).

Figura 44 - Produtos da oxidag&o do ibuprofeno. Fragmentos m/z 221.

Me
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Tabela 10 - Intensidades e provaveis estruturas de fragmentos m/z observados no

espectro do modo negative de [RAN][IBU] na auséncia de H20x.

m/z m/z
(Intensidade) (Intensidade) Estrutura
t=0 t =280 min®
Me
0©
IBU 205 (100) -a Me
Me ©
e (?K@ Cl
279 (28) 279 (20) Me
Me ©
Me
161 (40) -2 w "
Me
Me . —
133(20) 133(1.3) @
Me
Me o
Me °
) © ou
190 (20) -a
Me
Me I -« —
Me ©
M 0 N_ N
e /\/ <
_ N S Me
RAN 313 (65) a M;\M ) NI
2

a Fragmentos m/z ndo foram observados no final da decomposicdo. ® Fragmento com m/z 156
(133+Na*) foi observado.

Comparando os resultados no final da fotodegradagédo do [RAN][IBU] com e
sem H202, sugere-se que o mecanismo de fotodegradacdo na presenca de H20:2
difere daquele quando o H20: esta ausente. No entanto uma investigacdo mais
detalhada desta reacdo de fotodegradacdo € necessaria para esclarecer o
mecanismo. Os espectros sobrepostos em t = 0 e t= 7 min de fotodegradacdo do
[RAN][IBU] com H202 € mostrado na Figura 45.
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Figura 45 - Sobreposicao dos espectros do [RAN][IBU] —t =0 s (preto) et = 7 min —

no modo negativo. Modo SCAN (UV-C com H20x).
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4.2 CONCLUSAO DO CAPITULO |

Foi possivel determinar a estabilidade térmica e oxidativa de uma série de liquidos

ibnicos farmacologicamente ativos derivados do ibuprofenato.

()

(ii)

(i)

(iv)

(v)

Os LI-IFAs sao termicamente estaveis até 160 °C, e eles tem uma energia
de ativacdo para decomposicdo de 60 a 100 kJ mol* o que indica que a
decomposicédo destes LI-IFAs requer consumo de energia.

Os LI-IFAs [BUP][IBU] e [RAN][IBU] possuem Ea comparaveis as Ea do
ibuprofeno tanto pelo método de Friedman quanto O-F-W. Ja os LI-IFAs
[LID][IBU] e [DIF][IBU] sofreram diminui¢céo deste pardmetro em relagéo ao
ibuprofeno, indicando assim que a estrutura dos cations é um fator
determinante no perfil de decomposicao dos LI-IFAs.

[DIF][IBU] é estavel até 50 °C, mas totalmente decomposto a temperaturas
de 100 °C num periodo de 24 horas.

A meia vida destes LI-IFAs em um intervalo de 20-40 °C podem levar dias
(18-72) ou ano (13-35) para se decomposicao.

A decomposicgao oxidativa em dgua/etanol com ou sem H202 (4-12 min e 1-
5 horas) foi mais rapida, resultando em decomposicdo dos LI-IFAs de

minutos a horas.
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(vi)  Os produtos de decomposicao no processo oxidativo foram caracterizados
por espectrometria de massas mostraram que a presenca de H202 promove

uma maneira alternativa de decomposicao dos LI-IFAs.
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CAPITULO II
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4.3 LIQUIDOS IONICOS FARMACOLOGICAMENTE ATIVOS SUPORTADOS EM
SILICA MESOPOROSA

Considerando as possiveis vantagens da utilizacdo de LI-IFAs suportados em
silica, ha uma necessidade da determinacéo e compreensao de como as propriedades
fisico-quimicas e farmacoldgicas dos LI-IFAs sdo alteradas ao serem suportados na
silica mesoporosa. Portanto, este capitulo retne informacdes sobre a reacdo que
promove o suporte dos LI-IFAs em silica, a caracterizac@o destes LI-IFAS suportados
pelas técnicas de difracdo de raios X em p06, microscopia eletrdnica de varredura,
microscopia eletrbnica de transmissao, analise termogravimétrica,
adsorcao/dessorcdo de N2 (usando a técnica de BET), liberacao in vitro, e atividade
farmacoldgica.

4.3.1 Sintese e caracterizacdo dos LI-IFAS suportados em silica
4.3.1.1 Sintese dos LI-IFAs suportados

Os LI-IFAs foram suportados nas silicas mesoporosas de 60 e 90 A calcinadas
(450°C, 24h). A calcinacao da silica produz uma superficie hidrofébica que promove
uma maior retencdo dos LI-IFAs (também hidrofébicos) nos poros (Figura 46) (BICA
et al., 2012).

Figura 46 - Silica ndo calcinada (hidrofilica). (b) Silica apés a calcinacao (hidrofébica).

Figura adaptada de Cojocaru (2014).
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Os LI-FAs [RAN][IBU], [BUP][IBU], [LID][IBU] e [DIF][IBU] sédo soltveis em
etanol que é considerado um meio néo toxico e farmacologicamente aceitavel (BICA
et al., 2012).

Portanto, a preparagdo dos LI-IFAs suportados em silica foi realizada em
etanol. Apds a dissolucao dos LI-IFAs em etanol (20 mL), as silicas mesoporosas 60
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A (Si02-60) e 90 A (Si02-60) pré-calcinadas (450°C, 24h) foram adicionadas para
promover uma variacdo de massa de 10%, 20% e 50% e as misturas foram agitada
por 2h a temperatura ambiente (~25°C) (Figura 47). Esta metodologia é conhecida
como adsorcao pela solucéo, e ja foi descrita (ANDREEA COJOCARU et al., 2014)
como eficiente na adsorcdo tanto de LI-IFAS quanto de farmacos na silica
mesoporosa. As misturas contendo 90% e 80% de massa de silica foram obtidas na
forma de p6. As misturas com 50% de massa de silica foram obtidas na forma de um

material granulado.

Figura 47 - Esquema geral dos LI-IFAs suportados em silica para obtencdo de

material.
o32d \\{( >~
294 o
Sio, LI-IFAs

Poro contendo
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4.3.1.2 Caracterizagéo da cristalinidade dos LI-IFAS suportados por Difragao de raios

X em po

A difracdo de raios X po € capaz de mostrar se a combinacao de silica com 0s
LI-IFAs altera a cristalinidade dos materiais suportados. Foram realizadas medidas de
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difracdo de raios X em po das silicas calcinadas, antes e apds os LI-FAs serem
suportados. E importante ressaltar que a silica calcinada apresenta uma estrutura
amorfa, bem como os LI-IFAs (caracterizados pela técnica de DSC), assim, picos de
cristalinidade no espectro de difracdo de raios X em pd sdo uma indicacdo da
cristalizacdo dos LI-IFAs na superficie ou poros da silica.

Os espectros de difracdo de raios X em p6 das silicas 60 A e 90 A e do LI-IFAs
[DIF][IBU] suportado nas proporgdes 10 e 20% em peso sdo mostrados na Figura 48.
Comparando os o espectro de difracao de raios X do [DIF][IBU] suportado na silica 60
A (Fig. 48-a) com o da silica pura, nota-se que ndo ocorreram mudancas significativas,
apenas um leve aumento da intensidade em 26 = 30. Este comportamento ndo se
repetiu quando o LI-IFAs foi suportado na silica 90 A (Fig. 48-b), que ndo mostrou
diferenca no espectro de raios X em p6 do LI-IFAs suportado em relagédo ao da silica
pura.

A diferenca no espectro de raios X em p6 no caso da silica 60 A, pode ser um
indicativo de que o LI-IFAs interage de maneira diferente com cada uma das silicas.
De maneira geral, este dado permite afirmar que a mistura silica e LI-IFAs se manteve
amorfa, e para elucidar como o LI-IFAs esta interagindo com a silica, outras técnicas
de caracterizacao sdo necessarias. O comportamento descrito aqui para o [DIF][IBU]
foi observado para os demais LI-IFAs e os espectros de difracdo de raios X em poé

podem ser encontrados no Apéndice Il

Figura 48 - Espectro de difracdo de raios X em p6 da Silica (preto), [DIF][IBU] 10%
(vermelho), [DIF][IBU] 20% (azul). (a) Silica 60 A; (b) Silica 90 A.
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4.3.1.3 Caracterizacéo da Morfologia dos LIFAs suportados

As mudancas das carateristicas de morfologia e superficie da silica com e sem
0os LI-IFAs suportados pode ser um indicativo da ocorréncia de interagdo ou da
adsorcdo dos LI-IFAs na silica. Para isso, foram empregadas duas técnicas, a
microscopia eletrbnica de varredura (MEV), que fornece informacdes sobre
propriedades de superficie, e a microscopia eletrébnica de transmissdo (TEM), que
fornece informagdes sobre a distribuicdo e formato dos poros.

4.3.1.3.1 Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

Foram adquiridas imagens de MEV da silica pré-calcinada, antes e ap0s os LI-
IFAs serem suportados. As imagens da silica com os LI-IFAs suportados foram obtidas
a partir dos compostos suportados em silica 60 A na proporcéo de 20% (Figura 49).
As imagens mostram que as particulas de silica pura estdo na forma de granulos de
tamanhos uniformes (Figura 49-a). A silica com o LI-IFAs suportado também
apresenta granulos, entretanto, os tamanhos sao irregulares, havendo granulos de
varios tamanhos (circulo branco nas Figuras 49b-e), esta diferenca no tamanho dos
granulos é mais evidente na silica suportada com os LI-IFAs [LID][IBU] e [BUP][IBU].

A Figuras 50-a mostra que a superficie da silica na auséncia do LI-IFAs
aparenta ser mais lisa, entretanto, na presenca dos LI-IFAs (Fig. 50 b-e) a superficie
apresenta granulos. Estes granulos indicam mudancas na superficie da silica pela

presenca dos LI-IFAs.
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Figura 49 - Figuras MEV 100 um. (a) Silica 60 A (b) [LID][IBU] (c) [BUP][IBU] (d)
[DIF][IBU] (e) [RAN][IBU].
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Figura 50 - Figuras MEV 2 pm. (a) Silica 60 A (b) [LID][IBU] (c) [BUP][IBU] (d)
[DIF][IBU] () [RAN][IBU].
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4.3.1.3.2 Microscopia eletrénica de transmissao

As imagens de MET das silicas 60 A e 90 A revelaram estas como graduladas
e aglomeradas. As imagens do LI-IFAs [DIF][IBU] suportado nas silicas 60 A e 90 A,
por sua vez, mostraram as silicas mais dispersas e com granulos menores, 0 que
indica que estas estéo recobertas pelo LI-IFAs, conforme Figura 51 a-d e Figura 52 a-
d. Os demais LI-IFAs apresentam imagens de MET semelhantes e estdo no Apéndice
v

Figura 51 - Imagens MET do LI-IFAs [DIF][IBU] suportado na silica 60 A na proporcéo
20% em peso. (a) SiO2-60 (50 nm). (b) SiO2-60 (20 nm). (c)
[DIF][1BU]/SiO2-60 (50 nm). (d) [DIF][IBU]/SiO2-60 (20 nm).

() (d)
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Figura 52 - Imagens MET dos LI-IFAs suportados na silica 90 A na proporgéo 20% em
peso. (a) Si02-90 (50 nm). (b) SiO2-90 (20 nm). (c) [DIF][IBU]/SiO2-90 (50
nm). (d) [DIF][IBU]/SiO2-90 (20 nm).

(b)

(d)

4.3.1.4 Estabilidade térmica dos LI-IFAs suportados

As propriedades térmicas dos LI-IFAs podem ser modificadas quando estes sao
suportados em soélidos mesoporosos como a silica. As interagdes entre 0 suporte
sélido e os LI-IFAs afetam intensamente as propriedades térmicas do sistema. As
mudancas nessas propriedades podem ser severamente afetadas de vérias formas,
incluindo, preparo da amostra, a estrutura do LI-IFAs, tipo e forca da interacéo entre

o LI-IFAs e o poro, entre outras. Uma das formas de avaliar como as interacdes entre
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o suporte e os LI-IFAs influenciam as propriedades térmicas, € a avaliacdo das
mudancas observadas nas temperaturas de decomposicdo dos LI-IFAs apos o
suporte. Os perfis de TG de cada um dos LI-IFAs suportados foram determinados a
fim de verificar mudancas nas estabilidades quando comparados aos LI-IFAs puros.
O comportamento térmico do [DIF][IBU] quando suportado na silica de 60 A e na silica

de 90 A esté ilustrado nas Fig. 53 a-b, os demais encontram-se no Apéndice V.

Figura 53 - Perfil de TG de [DIF][IBU] suportado nas silicas. (a) 60 A. (b) 90 A. Silica
(preto), [DIF][IBU] puro (vermelho), [DIF][IBU] 10% (azul), [DIF][IBU] 20%
(verde) e [DIF][IBU] 50% (rosa).
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Como verificado na Tabela 11, os valores de Tdsw (temperatura de
decomposicdo de 5% da amostra) dos LI-IFAs [LID][IBU], [BUP][IBU] e [RAN][IBU]
suportados na silica 60 A, demonstraram um aumento significativo na estabilidade
térmica dos LI-IFAs suportados em silica na propor¢cédo de 10% e 20% de peso,
comparados aos LI-IFAs puros. [DIF][IBU] em 10% apresentou uma diminuicdo da
estabilidade e um aumento em 20%. Todos os LI-IFAs na propor¢ao 50% mostraram
estabilidade térmica similar os LI-IFAs puros. Quando suportados em silicas 90 A, os
LI-IFAs apresentaram aumento na estabilidade térmica apenas na proporcao 10%, e
uma diminuicdo nas proporcdes de 20% e 50%, este mesmo comportamento foi
observado por Bica e col. para o LI-IFAs [LID][IBU] e [P4444][IBU] suportados em silica
90 A (BICA et al., 2012).

Considerando que a interac&o entre LI-IFA e silicas 60 A resulta em aumento

da estabilidade térmica nas proporcbes de 10% e 20%, sugere-se que nestas
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proporcdes os LI-IFAs estdo interagindo mais fortemente com a silica. Entretanto,
quando suportados em silicas 90 A, apenas na propor¢do 10% os LI-IFAs ha aumento
da estabilidade e, portanto, interacdo mais forte com a superficie da silica. Na
proporcdo de 20%, acredita-se que a maior quantidade de LI-IFAs faz com que as
camadas de LI-IFAs na superficie (poros) figuem mais espessas e assim, favorecam
mais as interacdes entre as moléculas dos LI-IFAs do que as interacdes estabilizantes
entre LI-IFAs e silica. Este dado pode ser um indicativo, de que os LI-IFAs interagindo
com a silicas 60 A estdo menos alojados nos poros da silica, e mais adsorvidos na
superficie. A seletividade do tamanho, area da superficie e volume do poro tem
influéncia direta sobre a adsorcédo dos LI-IFAs na silica (ANDREEA COJOCARU et
al., 2014). Geralmente a adsor¢ao dos LI-IFAs dentro dos poros da silica mesoporosa
pode ocorrer mais facilmente, se os poros forem ligeiramente maiores do que o
diametro dos LI-IFAs (HATA et al., 1999).

Tabela 11 - Tas% de LI-IFAs suportados em silicaa (10-50% em peso).

LI-IFAs Puro SiO2 60A Si0290A
10% 20% 50% 10% 20% 50%
[DIF][IBU] 161 126 223 174 215 184 154
[LID][IBU] 158 250 213 177 230 167 150
[BUP][IBU] 160 228 276 161 220 183 140
[RAN][IBU] 165 228 186 154 244 202 154

a0s LI-IFAs foram suportados em silica calcinada (450°C; 24h) (didametro do poro: 60 A). O material de
suporte foi adicionado para proporcionar uma variacdo de massa e de 10, 20, 50% em peso, apés a
dissolu¢éo em EtOH e agitagdo por 2h & temperatura ambiente (25 + 2 °C). Remocé&o dos volateis sob
vacuo elevado. POs dados de TG foram obtidos sob uma taxa de aquecimento de 10°C.minL.

Outro dado que pode ser obtido pelo perfil de TG dos LI-IFAs suportados é a
quantidade do LI-IFAs que foi aderido a silica, ou seja, a eficiéncia de adsorcao.
Conforme € possivel vereficar na Figura 53, quando [DIF][IBU] esta suportado na silica
60 A, ele esta presente nas proporcdes 10 e 20% conforme esperado, entretanto,
guando se esperava a proporcéao de 50%, o LI-IFAs esta presente na proporgcéao 30%.
Quando o [DIF][IBU] esta suportado na silica 90 A, ele estéa presente nas proporc¢des
10, 20 e 50%, compativeis com as proporcdes desejadas. Esta informacéo, é a
comprovacédo de que os LI-IFAs interagem de maneira difente com as silcas 60 e 90

A, muito provavelmente, na silica 60 A houve uma saturac&o pelo LI-IFAs quando este
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alcancou a proporcdo 30%. Ja na silica 90 A houve uma maior capacidade de
adsorcdo. Estes dados foram muito semelhantes para os demais LI-IFAs e os perfis

de TG podem ser encontrados no Apéndice V.

4.3.1.5 Adsorcao/dessorcao de N2

O uso da sorcao de nitrogénio € de extrema importancia para este tipo de
materiais pois permite avaliar as propriedades tais como tamanho e volume do poro
da silica mesoporosa. Desta forma, por comparacdo com valores obtidos para as
silicas puras e as silicas suportadas, pode-se estimar, se o LI estd adsorvido. Neste
trabalho, apenas o LI-IFAs [DIF][IBU] na proporgcdo 20% em peso foi submetido a
técnica de adsorcdo/dessorcao de No.

A Figura 54-a apresenta as isotermas de adsorcédo-dessorcao de nitrogénio na
silica 90 A antes e apds o suporte do [DIF][IBU]. As isotermas apresentaram perfis
semelhantes do tipo 1V, tipicas de materiais mesoporosos de acordo com a IUPAC,
ou seja, apresentam poros com diametros na faixa de 2 a 50 nm (BICA et al., 2012).
Além disso, as isotermas apresentam uma histerese, que ocorre devido a diferenca
no mecanismo de adsorcdo e dessor¢do. O nitrogénio ao se condensar preenche os
poros, mas no processo de dessorcdo, quando ele evapora, tem influéncia de
interag@es superficiais entre o N2z e a silica, dificultando a saida do gas do interior dos
poros. Essa histerese é classificada como do tipo H1 e é caracteristica de poros
cilindricos ou compactos de esferas uniformes. Outro dado que estas isotermas
fornecem € a diminui¢cdo da quantidade de nitrogénio adsorvida apds o suporte do
[DIF][IBU] indicando, que houve um preenchimento dos poros da silica 90 A pelo LI-
IFA, hipotese esta, que € confirmada ao analisar a Figura 54-b, que mostra a
diminuicdo do volume dos poros apds o suporte. A silicas 60 A apresentou

comportamento semelhante, e as figuras encontram-se no Apéndice VI.



122

Figura 54 - (a) Isotermas de adsorcdo-dessorcédo de N2 a 77 K da amostra de silica
mesoporosa, com poro de 90 A, antes e ap6s o suporte com [DIF][IBU].

(b) Distribuicdo de tamanho de poros antes e apds o suporte com
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Os valores de area superficial, volume e tamanho dos poros da silica 90 A e 60
A antes do suporte com o LI-IFAs [DIF][IBU] foram obtidos utilizando os valores de
adsorcdo deduzidos através dos modelos de BET e BJH, e estdo demonstrados na
Tabela 12. Com base nos valores obtidos para as silicas antes do suporte, pode-se
dizer que a area superficial de ambas as silicas € muito similar. Ja o volume e tamanho
dos poros, foram menores para a silica 60 A como ja era de se esperar. Apos 0
suporte, em ambos 0s casos, houve uma diminuicéo do volume e tamanho dos poros.
ApOs o suporte, area superficial da silica 60 A diminui 50%, enquanto que a area
superficial da silica 90 A teve uma reducéo de 27%. O volume do poro da silica 60 A
diminuiu 60%, enquanto o volume do poro da silica 90 A teve uma reducéo de 39%.
J& o tamanho dos poros teve uma reducédo de 15 e 13% para as silicas de 60 A e 90

A respectivamente.
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Tabela 12 - Valores obtidos pela analise de adsor¢céao/dessorcao de No.

Area Volume do Tamanho do
Amostra o
Superficial? poro? Poro?

BET BJH BJH BET BJH

(m*g) (m*g) (m*g) (A) (A)
SiO2-90 442,440,7 523,5+2,5 1,08+0,003 97,5+0,4  82,2+0,6
[DIF][IBU}/SIO2-90  320,7£1,0 404+1,9 0,65+0,002 84,5+0,06 64,8+0,1
SiO2-60 498,6+4,2 590,0+22,4  0,88+0,02 69,9+0,3  60,0+0,7

[DIF][IBU}J/SIO2-60 259,1+15,9 307,9+19,5 0,36+0,02 58,8+0,2  47,3+0,3

aValores obtidos para o processo de adsorcdo de N2 em duplicata. Silica 90 A (Si02-90); Silica 60 A
(Si02-60); Silica 90A com [DIF][IBU] suportado ([DIF][IBU]/SiO2-90); Silica 60A com [DIF][IBU]
suportado ([DIF][IBU]/SiO2-60).

Estes valores corroboram com os dados obtidos pela técnica de TGA, que
indicou uma maior interacdo do LI-IFAs com a superficie da silica 60 A do que com a
superficie da silica 90 A. A Figura 55 ilustra a interacdo/adsorcdo do LI-IFA na

superficie e/ou nos poros da silica mesoporosa.

Figura 55 - Figura demonstrativa dos locais onde os LI-IFAs podem se acomodar nas
particulas de silica mesoporosas.

Poro contendo
LI-IFAs

Camada multimolecular
superficial de LI-IFAs

4.3.1.6 Espectroscopia de Ressonéancia Plasménica de Superficie (SPR)

A SPR foi realizada para investigar as interacdes dos LI-IFAs com a silica pela
medida da afinidade dos LI-IFAs pela superficie da silica (SiO2). Para isto, os LI-IFAs
foram imobilizados em um sensor de SiO2 na presenca de um fluxo de solugao

hidroalcodlica 50%. Os sensogramas da interacdo entre [DIF][IBU], [LID][IBU] e
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[BUP][IBU] sdo mostrados na Figura 56 e confirmam a interacéo entre os LI-IFAs e a
superficie de SiO2. A interagéo é caracterizada pelo aumento da intensidade dos sinais
de ressonéancia (R.U.) em fungédo da concentracdo dos LI-IFAs e esses resultados
indicam que a quantidade de LI-IFAs que interage com o SiO2 € proporcional ao

aumento da concentracao dos LI-IFAs.

Figura 56 - Sensogramas de intera¢des dos LI-IFAs com chip de SiO2. Curvas obtidas

em diferentes concentracfes de LI-IFAs em solucdo hidroalcodlica. (a)

[BUP][IBUY; (b) [DIF][IBUY; (c) [LID][IBU].
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Os sensogramas da interacdo dos trés LI-IFAs estudados e o SiO2 foram
similares. Entretanto, se compararmos o comportamento de [BUP][IBU] verificamos
que a intensidade do sinal de SPR n&o volta para linha base apés o término da inje¢do
dos 250 pL de solugéo, ou seja, podemos dizer que uma quantidade do LI-IFA ficou
retida na superficie do sensor, ao contrario do observado para [DIF][IBU] e [LID][IBU].

Esta retencéo, € devido possivelmente as interacdes de [BUP][IBU] serem mais fortes
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do que as do [DIF][IBU] e [LID][IBU]. A maior afinidade do [BUP][IBU] pela superficie
da silica pode estar relacionada a sua maior hidrofobicidade.

As interacBes moleculares séo investigadas a partir da constante de equilibrio
de dissociacao (Kp) que fornecem uma medida da afinidade entre duas moléculas.

Em outras palavras, Ko € uma medida direta da forga de uma interacdo. Levando-se

em conta o equilibrio A*B === ABgape-se que quanto menor o valor de Kp, maior
afinidade da molécula A com a molécula B. Os valores mostrados na Tabela 13,
mostram gque a associacao entre o LI-IFAs [BUP][IBU] e a superficie da silica mostrou
o menor valor de Kp, ou seja, maior afinidade para formar a interacdo com SiOz,
seguindo pelo [DIF][IBU] e [LID][IBU]. Na Figura 57 esta demonstrada a mudanca no
angulo em funcdo da concentracdo que fornece o valor de Kp para o LI-IFAs
[DIF][IBU]. O tratamento matematico dos dados foi realizado no software

TraceDrawer®. As demais figuras encontram-se no Apéndice VII.

Tabela 13 - Constante de dissociacdo (Kp) que descrevem a afinidade de interacéo

LI-IFAs e superficie do chip SiO2z obtidas pela Equacéo 17.

LI-IFAs Ko (M) Erro
[BUP][IBU] 8,38 x 1072 5,33x 103
[DIF][IBU] 1,58 x 101 1,74 x 103
[LID][IBU] 8,94 x 101 6,57 x 10

Figura 57 - Mudanca de angulo em funcéo da concentragéo para o LI-IFAs [DIF][IBU].
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4.3.2 Solubilidade e cinética de liberacdo dos LI-IFAs

4.3.2.1 Determinagé&o da solubilidade dos LI-IFAs

Alguns LI-IFAs relatados da literatura foram sintetizados com o objetivo de
promover aumento da solubilidade em &agua dos precursores, no entanto, a
determinacdo da solubilidade em agua mostrou reducdo da solubilidade quando
comparados aos materiais de partida. O [LID][DOC] estudado por Hough e col. (2007)
por exemplo, apresentou solubilidade maxima em agua (1,24 mM) menor do que 0S
respectivos materiais de partida [LID][CI] e [Na][DOC]. O docusato de tetraciclina
também apresentou reducao da solubilidade em agua com solubilidade maxima em
20°C de 0,28 mM, ou seja, muito menor do que a solubilidade apresentada pelo
docusato de sédio na mesma temperatura que € de 33,70 mM (ALVES et al., 2013).
Devido a possibilidade de baixa solubilidade agua, esta propriedade dos LI-IFAs
estudados nesta tese foi determinada em solug&o de H20/EtOH 5%(v/v) a 37°C. Para
isto, uma curva de calibracdo para cada um dos LI-IFAs foi estabelecida. A leitura foi
efetuada em equipamento CLAE com detector UV-vis. Para obtencéo da solubilidade
méaxima em solucdo de H20/EtOH 5%(v/v) (Tabela 14), solu¢gbes supersaturadas dos
LI-IFAs ficaram sob agitacdo por 24 h a 37 = 1°C, apds esse tempo, as solucdes
ficaram em repouso por 1h a 37 °C e foram retiradas aliquotas do sobrenadante. As
concentragfes foram determinadas atraves da regressao linear: A = xC + b (na qual
A é a unidade de area obtida e C € a concentracdo) (Apéndice VIII). A mesma
metodologia foi empregada na determinacao da solubilidade dos LI-IFAs em solucao

de PBS pH 7,2 a 37°C, a fim de simular fluidos biologicos.

Tabela 14 - Solubilidade dos LI-IFAs em H20/EtOH 5%(v/v) e PBS pH 7,2 a 37 °C.

LI-IFAs  H20/EtOH 5%(v/v) PBS pH 7,2
[RAN][IBU] 375,8 mM Soldvel?
[BUP][IBU] 1,65 mM >>> 1,65b
[LID][IBU] 31,3 mM 22,69 mM
[DIF][IBU] 20,8 mM 18,21 mM

aA solubilidade do [RAN][IBU] em PBS néo foi determinada. ? N&o foi possivel quantificar a solubilidade
do [BUP][IBU] em PBS devido baixa solubilidade deste LI-IFAs.
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Como mostrado na Tabela 14, os LI-IFAs tem baixa solubilidade tanto em
solugdo H20/EtOH, quanto em solugédo de PBS pH 7,2, exceto o [RAN][IBU] que foi
altamente sollvel. Este resultado, provavelmente estd relacionado a alta
hidrofobicidade dos LI-IFAs, uma vez que ambos os ions sdo organicos. A diferenca
de solubilidade entre os LI-IFAs derivados do ibuprofeno pode ser relacionada a
caracteristicas estruturais dos cations. [RAN][IBU] apresentou solubilidade mais
elevada devido ao cation ranitidina possuir mais sitios polares, facilitando assim, a
solvatacdo. Ja os demais céations [BUP], [DIF] e [LID] apresentam cadeias alquilicas
maiores e provavelmente capacidade de solvatacdo reduzida, influenciando assim
para uma baixa solubilidade destes LI-IFAs. A partir dos dados de solubilidade, foi
possivel desenvolver o ensaio de liberacdo in vitro dos LI-IFAs a partir do suporte

silica.

4.3.2.2 Cinética de liberacéo in vitro

A aplicacdo de materiais mesoporosos inorganicos biocompativeis para a
liberacdo de ingredientes ativos tem sido foco de vérios estudos (ANDERSSON et al.,
2004; HEIKKILA et al., 2007; BICA et al., 2012). Este controle na liberagdo pode ser
definido como um método pelo qual farmacos, nutrientes e outros compostos ativos
sao disponibilizados, a partir da matriz carregadora (ex. SiO2), em local, e tempo
especifico, com uma taxa controlada de liberagdo. Varios mecanismos de liberacéo
sdo descritos para compostos encapsulados e suportados, sendo 0s mais comuns
controlados por difusdo através dos poros, que € principalmente dependente das
interacbes entre o material de suporte e o composto a ser liberado, além da
solubilidade e diametro dos poros.

No presente trabalho, os perfis de liberag&o in vitro dos LI-IFAs suportados nas
silicas 60 A e 90 A na proporcéo de 20% foram avaliados utilizando o método de saco
de dialise a 37 °C. Os meios de liberacdo utilizados foram os fluidos biologicos
simulados: tampao fosfato (PBS) pH 7,2 com 1% Tween® e FGS (fluido gastrico
simulado) pH 1,2. A concentracao de saturacdo de cada um dos LI-IFAs foi de 10%
(condicéo sink). Para comparacgéo, também foram investigados os perfis de liberagéo
para o LI-IFAs ndo-suportado (livres). A Figuras 58 mostra o perfil de liberacdo do LI-
IFA [DIF][IBU] livre e suportado na silica de 60A e de 90A em PBS pH 7,2 com 1%

Tween®durante o periodo de 5 horas.
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Figura 58 - Perfil de liberac&o in vitro do [DIF][IBU] livre e suportado nas silicas 60 A
e 90 A em PBS pH 7,2 com 1% Tween®.
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Como podemos observar, o [DIF][IBU] suportado em ambas silicas apresenta
uma liberacao sustentada e sem efeito burst, ou seja, uma liberacdo lenta para o meio
de dissolugdo quando este é o PBS pH 7,2 com 1% Tween®. Porém, o [DIF][IBU] livre
apresenta efeito burst, pois ndo ha barreira para liberacdo. Neste caso, 0 modelo
cinético exponencial duplo foi aplicado para determinacéo da liberacdo do LI-IFAs ndo
suportado, mostrando uma liberagdo na fase inicial (k1 = 6,6x10%) seguida de uma
segunda liberacéo (k2=5,8x10-%) e uma quantidade liberada de 82% para o meio de
dissolucédo (R= 0,9963). Este mesmo comportamento foi observado para os LI-IFAs
[LID][IBU] e [RAN][IBU] e as constantes cinéticas (k) s&o mostradas na Tabela 15, os
graficos encontram-se nos Apéndice VIII. O experimento de liberacdo nao foi realizado

para [BUP][IBU] devido a dificuldade em determinar sua solubilidade.

Tabela 15 - Constantes cinéticas (k) de liberacdo dos LI-IFAs livres em PBS pH 7,2

com 1% Tween®, segundo modelo matematico exponencial dupla.

LI-IFAs ki (min-?) k2 (min-?) R % liberado
[RAN][IBU] 1,0x10%2 9,3x10* 0,99835 47
[LID][IBU] 2,4x10°8 3,3x10°5 0,99969 47
[DIF][IBUJ? 6,6x103 5,8x103 0,9963 82

Para os LI-IFAs suportados, foi aplicado o modelo matematico de Higuchi

(1961) a fim de obter-se as constantes cinéticas. O perfil de liberagédo estd mostrado
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na Figura 59. A quantidade de LI-IFAs liberado, os coeficientes lineares para o modelo
cinético de Higuchi bem como as constantes cinéticas de liberacéo para a silica 60 A

e 90 A no meio de dissolugdo PBS pH 7,2 com 1% Tween®s&o dados na Tabela 16.

Figura 59 - Modelo cinético de Higuchi para os LI-IFAs suportados em (a) SiO2-60. (b)
Si02-90. PBS pH 7,2 com 1% Tween®.
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Tabela 16 - Constantes cinéticas (k) de liberacéo obtidos pelo modelo matematico de
Higuchi, para os LI-IFAs suportados em SiO2-60 e SiO2-90 no meio de
liberagao PBS pH 7,2 com 1% Tween®.

LI-IFAs Si02-60 Si02-90
k % Kk %
: R : . R .
(%omin'’2) liberado  (%min?) liberado
[RAN][IBU] 1,2 0,98776 17 24  0,99728 35
[LID][IBU] 4,4 0,99718 67 50  0,98931 76
[DIF][IBU]2 4,8 0,98582 63 4,1 0,99594 65

ayalores obtidos através de duplicada do experimento. As medidas em duplicata foram realizadas
apenas para o LI-IFAs [DIF][IBU].SiO2-60: Desvio padréo: k = 0,94,R = 0,0018, % liberado = 16; SiO2-
90: Desvio padréo: k = 0,11,R = 0,0043, % liberado = 0,55.

Como é possivel verificar na Tabela 16, os resultados experimentais sao
explicados pelo modelo de Higuchi (R>0,98) indicando que este modelo cinético &
adequado para descrever a cinética de liberagdo dos LI-IFAs suportados nas silicas.
O modelo de Higuchi sugere que o mecanismo de liberacao dos LI-IFAs é controlado

pelo processo de difusao.
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Em relacdo a cinética de liberacdo dos LI-IFAs suportados, os resultados
mostram que ha dependéncias da natureza do sistema de liberacdo. Os LI-IFAs
[RAN][IBU] e [LID][IBU] suportados na silica SiO2-90 mostram uma cinética de
liberacdo mais rapida do que quando estes mesmos LI-IFAs estavam suportados na
SiO2-60. Este comportamento pode estar relacionado ao fato do poro da silica 90 ser
maior, e, portanto, os LI-IFAs tem maior facilidade em difundir. J& o [DIF][IBU] teve
uma cinética de liberagdo mais rapida quando suportado na SiO2-60 do que quando
suportado na SiO2-90 o que sugere este LI-IFAs estd em maior proporgdo na
superficie da silica do que adsorvido nos poros.

Quando os experimentos foram realizados usando o FGS pH 1,2 como meio
de liberacéo, o perfil de liberacdo dos LI-IFAs foi distinto para cada LI-IFAs (Tabela
17). O [RAN][IBU] livre, por exemplo, mostrou uma liberacdo explicada pelo modelo
de Higuchi. Ja [LID][IBU] e [DIF][IBU] mostraram um perfil de liberacdo com duas

cinéticas (modelo duplo exponencial).

Tabela 17 - Constantes cinéticas (k) de liberacdo dos LI-IFAs livres em FGS pH 1,2.

LI-IFAs ki (min?) k2 (min-?) R % liberado
[RAN][IBUJ? 1,9¢ - 0,9852 30
[LID][IBUIP 3,5x1072 8,8x10 0,9922 68
[DIF][IBU]? 7,8x10°8 1,2x10°3 0,9997 47

aModelo de Higuchi. "Modelo duplo exponencial. ¢(% min¥/2)

O modelo de Higuchi novamente foi aplicado aos LI-IFAs suportados (Figura
60). A correlacao linear foi menor do que a obtida no meio de liberacédo PBS pH 7,2
com 1% Tween®, mas os valores de R ainda estdo dentro do aceitavel (R>0,95).
Entdo, pode-se dizer que o mecanismo de liberacdo dos LI-IFAs € controlado pelo
processo de difusdo. Novamente é possivel verificar que a porcentagem dos LI-IFAs
liberado para o meio pode estar relacionada ao tipo de interacao da silica com os LI-
IFAs, pois ha mudancas significativas na cinética da silica 60 A e 90 A (Tabela 18).
Além disso, quando o meio de dissolu¢do muda, a cinética de liberagdo também muda.
Por exemplo, [DIF][IBU] suportado em SiO2-60 quando no meio de dissolugdo PBS
pH 7,2 com 1% Tween® libera 63%, ja no meio de dissolucdo FGS libera 84%. Estas

mudancgas em fungdo do meio de dissolugdo podem estar relacionadas, a ionicidade
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dos LI-IFAs. O [DIF][IBU] (FRIZZO et al., 2016) e o [LID][IBU] (WANG et al., 2014),
por exemplo sdo relatados como LI-IFAs fracamente ionizados. Uma hipotese € que
o ion ibuprofenato seja neutralizado no meio fortemente acido, e com isso ocorra

liberacdo € do ibuprofeno independente do seu par catiénico (Figura 61).

Figura 60 - Modelo cinético de Higuchi para os LI-IFAs suportados em (a) SiO2-60. (b)
Si02-90. FGS pH 1,2.
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Tabela 18 - Constantes cinéticas (k) de liberacéo obtidos pelo modelo matematico de
Higuchi, para os LI-IFAs suportados em SiO2-60 e SiO2-90 no meio de
liberacdo FGS pH 1,2.

LI-IFAs Si02-60 Si02-90
Kk % k %
- R . . R -
(%omint/2) liberado  (%min?) liberado
[RAN][IBU] 1,2 0,98612 17 1,45 0,96809 24
[LID][IBU] 4,8 0,97203 76 8,95  0,96961 100
[DIF][IBUJ? 5,1 0,97829 84 3,9 0,9843 63

ayalores obtidos através de duplicada do experimento. As medidas em duplicata foram realizadas
apenas para o LI-IFAs [DIF][IBU]. SiO2-60: Desvio padréo: k = 0,59,R =0,00738, % liberado = 6,8; SiOz-
90: Desvio padréo: k = 0,21,R = 0,00648, % liberado = 0,31.

4.3.3 Atividade anti-inflamatdria

Os LI-IFAs estudados neste trabalho foram obtidos a partir do ibuprofeno, um
farmaco que apresenta propriedades analgésicas, anti-inflamatorias e antipiréticas.
Entretanto, quando o LI-IFAs é formado, ndo sabemos se as propriedades anti-
inflamatérias do ibuprofeno sdo mantidas, eliminadas ou potencializadas. Portanto,
para avaliar como a combinacdo do ibuprofeno com outros cations afeta suas
propriedades, a atividade anti-inflamatéria dos LI-IFAs foi investigada em testes in
Vivo.

Uma vez que os LI-IFAs [LID][IBU] e [BUP][IBU] possuem cation com atividade
anestésicas, o teste de avaliagcdo do limiar mecanico foi realizado para descartar
interferéncia deste efeito. Os resultados mostraram que os LI-IFAs ndo alteraram o
limiar de retirada de pata mecanico (LRP) dos animais, ou seja, eles ndo alteraram a
sensibilidade dos animais a estimulos mecanicos, descartando possivel efeito
sedativo-anestésico do LI-IFA. (Os dados sé&o apresentados em grafico no Apéndice
IX).

A seguir foram medidos os efeitos dos LI-IFAs quanto a nocicep¢ao espontanea
induzida por capsaicina. Observou-se que a capsaicina causou lambida de pata nos
animais, de aproximadamente 65 segundos. O [LID][IBU] reduziu o tempo de lambida
de pata dos animais com uma inibicdo maxima de 64,4+9,2% (Apéndice IX). Da

mesma forma, o [DIF][IBU] também reduziu o tempo de lambida de pata dos animais,
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com inibicdo maxima de 99,6+0,2%. Ou seja, O [LID][IBU] e o [DIF][IBU] reduziram o
comportamento nociceptivo espontaneo dos animais.

A fim de certificar que o efeito de nocicepcdo € decorrente dos LI-IFAs foi
realizado o teste de avaliacao de atividade locomotora dos animais. Por meio de teste
do cilindro giratério, observou-se que o [LID][IBU] promoveu um namero de quedas
maior que o grupo de animais tratado com veiculo (3,5 vs 0,5), ou seja, ele alterou a
atividade locomotora dos animais (Tabela no Apéndice 1X). Desta forma, o efeito de
reduzir a nocicepgéo espontanea mencionado acima pode se tratar de um resultado
falso positivo, ja que o [LID][IBU] compromete a atividade locomotora dos animais.
Diante disso, os experimentos foram seguidos apenas com o LI-IFAs [DIF][IBU] que
se mostrou altamente eficaz na reducdo da dor espontanea sem alterar o limiar
mecanico ou a atividade locomotora dos animais.

Para encontrar a dose mais efetiva do LI-IFAs [DIF][IBU] foram realizadas
curvas de dose-reposta (10-30-60-100 mg kg2, via oral) (Apéndice IX). Observou-se
gue nenhuma das doses testadas do [DIF][IBU] alterou o limiar de retirada de pata
mecéanico (LRP), ou seja, ele ndo alterou a sensibilidade dos animais a estimulos
mecanicos, descartando seu efeito sedativo-anestésico. Sendo assim, o efeito sobre
a nocicepcao espontanea foi realizado para [DIF][IBU] nas vérias concentracfes da
curva (10, 30, 60 e 100 mg kg%, via oral). Em um primeiro momento observou-se que
a capsaicina causou lambida de pata nos animais de aproximadamente 65 segundos.

O LI-IFAs [DIF][IBU] foi capaz de reduzir o tempo de lambida de pata dos
animais induzido por capsaicina nas doses de 60 e 100 mg kg, quando administrado
por via oral, mas néo nas doses de 10 e 30 mg kg*. As inibicGes observadas para o
[DIF][IBU] na dose 60 mg kg™ foi de 69,3+6,7% e na dose de 100 mg kg* foi de
99,6+0,2%. Ou seja, o [DIF][IBU] apresentou um melhor efeito em reduzir a
nocicepcédo espontanea na dose de 10 mg kg?, via oral. A dose inibitéria (50%)
calculada, ou seja, a dose necessaria para inibir 50% da nocicepcéo espontanea foi
de 12,3 mg kg com um intervalo de confianca de 5,8 — 26,3 mg kg [Dlso=12,3 (5,8-
26,3) mg kg].

A avaliagdo da atividade locomotora dos animais para as doses da curva
também mostrou que o LI-IFAs [DIF][IBU] ndo alterou o nimero de quedas dos
animais no teste do cilindro giratorio em nenhuma das doses testadas, ou seja, ele
nao alterou a atividade locomotora dos animais, descartando um efeito falso-positivo

no teste de nocicepgao espontanea.
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Apoés a comprovacéao da eficiéncia dos LI-IFAs [DIF][IBU] quanto a nocicepcéo
espontanea. Os procedimentos apresentados a cima foram repetidos utilizando o LI-
IFAs suportado nas silicas 60 A e 90 A. Os compostos incorporados em silica de 60
A e 90 A nZo alteraram o limiar de retirada de pata mecanico (LRP) dos animais. Da
mesma forma, os controles ibuprofenato de sédio [Na][IBU] e cloridrato de
difenidramina [DIF][CI] também n&o alteraram o limiar mecanico dos animais (Figura
62).

Figura 62 - Limiar mecanico de retirada de pata dos animais quando tratado com
[DIF][IBU]. (a) Veiculo (10 mL kg); (b) SiO2-60/[DIF][IBU] 20% (100 mg
kg™?); (c) SiO2-60/[DIF][IBU] 20% (100 mg kg™); (f) [DIF][IBU] (100 mg kg-
1); (9) [Na][IBU] (300 mg kg™); (h) [DIF][CI] (10 mg kg™).

f a b ¢
1h
aBasal refere-se a avaliagdo do limiar mecénico de retirada de pata dos animais antes do tratamento
com os compostos. O tempo de 1h refere-se a avaliagdo do limiar mecénico de retirada de pata dos

animais em 1h apés a administracéo dos compostos. ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc
de Tukey. bdose 10 mL kg, via oral. °dose 100 mg kg, via oral
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Quanto a nocicepcéo espontanea induzida por capsaicina, observou-se que a
capsaicina causou lambida de pata nos animais de aproximadamente 65 segundos.
O LI-IFAs [DIF][IBU] (100 mg kg, v.0.) incorporado nas silicas 60 A e 90 A foi capaz
de reduzir o tempo de lambida de pata dos animais induzido por capsaicina com
inibicdo maxima de 89,8+3,9% e 72,5£8,9%, respectivamente. Os controles positivos
ibuprofenato de sédio (300 mg kg, v.o0.) e cloridrato de difenidramina (10 mg kg,
v.0.) reduziram o tempo de lambida de pata dos animais com inibigcao de 46,3+2,9% e

48,6+7,8%, respectivamente (Figura 63).
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Figura 63 - Efeito do LI-IFAs [DIF][IBU] sobre a nocicepcdo espontanea induzida por
capsaicina administrada intraplantara. (a) Veiculo (10 mL kg?); (b) SiO2-
60/[DIF][IBU] 20% (100 mg kg™); (c) SiO2-90/[DIF][IBU] 20% (100 mg kg
1); (d) [DIF][1IBU] (100 mg kg?); (e) [Na][IBU] (300 mg kg™?); (f) [DIF][CI] (10
mg kg).
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P<0.05; **P<0.01; **P<0.001 quando comparado com o grupo veiculo. ANOVA de uma via seguida
pelo teste post hoc de Tukey. Via de administrag&o oral.

Os compostos incorporados em silica de 60 A e 90 A n&o alteraram o nimero
de quedas dos animais no cilindro giratério. Da mesma forma, os controles
ibuprofenato de sédio e cloridrato de difenidramina também néo alteraram o nimero
de quedas dos animais. Ou seja, nenhum dos LI-IFAs testados alterou a atividade
locomotora dos animais, descartando um efeito falso-positivo no teste de nocicepc¢ao

espontanea (Tabela 19).

Tabela 19 - Numero de quedas dos animais no teste do cilindro giratério.

Numero de quedas no teste

Composto
do cilindro giratério

Veiculo (10 mL kg%, v.0.) 0,6 +0,2
SiO2-60/[DIF][IBU] 20% (100 mg kg%, v.0.) 1,1+04
SiO2-90/[DIF][IBU] 20%(100 mg kg%, v.0.) 30+£1,2
[DIF][IBU] (100 mg kg, v.0) 08+0,4
[Na][IBU] (300 mg kg, v.0.) 0,5+0,3
[DIF][CI] (10 mg kg%, v.0.) 1,8+1,0

ANOVA de uma via seguida pelo Teste post hoc de Tukey.
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Como é possivel Tabela 20, os dados obtidos no teste de liberagéo in vitro
realizados em PBS pH 7,2 com 1% Tween® no periodo de 1 hora colaboram com os
dados de % de atividade de nocicepgcdo mostrada pelo LI-IFAs [DIF][IBU] livre e
suportados nas silicas 60 A e 90 A. Ou seja, quando o LI-IFAs esta suportado na silica
90 A ha uma liberacdo com a cinética mais lenta, e um menor % do [DIF][IBU] liberado,
consequentemente uma atividade de nocicepc¢ao reduzida. Entretanto, quando o LI-
IFAs esta suportado na silica 60 A a porcentagem liberada para o meio é maior, e

consequentemente a % de atividade de nocicepgdo também maior.

Tabela 20 - Comparacao da % de atividade de nocicepg¢édo do LI-IFAs [DIF][IBU] com
a cinética de liberagéo in vitro realizados em PBS pH 7,2 com 1% Tween®

no periodo de 1 hora.

k2 _ % de atividade de
[DIF][IBU] . % liberado® . R
(%omin-12) nocicepcédo (100 mg kg™?)
Livre - 35 99,6+0,2%.
Si02-60/[DIF][IBU] 3,62 26 89,8+3,9%
Si02-90/[DIF][IBU] 3,23 21 72,2+8,9%

aCinética de liberacdo obtida pelo modelo de Higuchi para uma 1 h de liberacédo. % de [DIF][IBU]
liberada em 1 hora.

4.3.4 [DIF][IBU] suportado em silicas mesoporosas organizadas MCM-41 e SBA-
15

Os resultados de atividade anti-inflamtéria mostraram que o [DIF][IBU] € o LI-
IFAs mais promissor como analgésico. A partir desta observacao, este LI-IFA foi
suportado também nas silicas MCM-41 e SBA-15. Estas duas silicas sdo amplamente
investigadas como suporte para liberacdo de farmacos, pois apresentam uma
organizacdo hexagonal dos poros, diferentemente das silicas amorfas mencionadas
nos experimentos desta Tese.

Para realizacdo desta parte do trabalho, as silicas MCM-41 e SBA-15 foram
disponibilizadas pelo Professor Edilson Benvenutti da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. As silicas foram sintetizadas segundo metodologias descritas.(ZHAO
et al.,, 1998 ;BECK et al., 1992).
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Inicialmente o [DIF][IBU] foi suportado nas silicas mesoporosas SBA-15 e
MCM-41 na variacdo de massa 20% usando o procedimento de adsorcdo pelo
solvente, ja descrito para as silicas mesoporosas, entretanto, o tempo de reacao foi
de 24h, a fim de garantir méxima adsorcdo possivel j& que os poros destas silicas
podem ser menores.

A mudanca na estabilidade térmica foi avaliada e os perfis de decomposicao
estdo demonstrados na Figura 64 e o valores na Tabela 21. Quando o [DIF][IBU] foi
suportado na silica MCM-41 ndo houve mudanca significativa na estabilidade, porém,
guando suportado na silica SBA-15, a estabilidade do [DIF][IBU] aumentou. Esta
diferenca pode estar relacionada ao fato da silica SBA-15 possuir grupos silandéis na
superficie do poro o que pode levar interacdes intermoleculares mais fortes (ligacao
de hidrogénio) com [DIF][IBU], enquanto a silica MCM-41 possui além de grupos
silandis e grupos silanos que formam interacdes intermoleculares mais fracas, do tipo

van der Waals.

Figura 64 - Perfil de TG de [DIF][IBU] (preto), [DIF][IBU] 20%/MCM-41 (azul) e
[DIF][IBU] 20%/SBA-15 (vermelho).
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Tabela 21 - Tds% de LI-IFAs suportados em silicaa (10-50% em peso).

LI-IFAs—=Tas%»  Puro  MCM-41 SBA-15
[DIF][IBU] 162 167 221
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As amostras de silicas SBA-15 e MCM-41 também foram submetidas a analise
de difracdo de raios X em pd. Apesar de apresentarem poros organizados em rede
hexagonal bidimensional, os padrdes de difracdo de raios X em po6 a alto angulo
produzem apenas bandas largas, pois as paredes da silica sdo compostas por SiO2
amorfo. Seria possivel distinguir apenas picos de interferéncia que correspondem a
alguns nanémetros, quando a difracdo de raios X de baixo angulo fosse realizada.
Uma vez que neste trabalho néo foi utilizada a técnica de difrag@o raios X a baixo
angulo os perfis demonstrados na Figura 65 séo caracteristicos de estruturas amorfas,
nao havendo mudancas significativas nos padrées das silicas puras e suportadas com

o [DIF][IBU] 20% para henhum dos casos.

Figura 65 - Espectro de difracdo de raios X em p0 da Silica (preto) e [DIF][IBU] 20%
(azul). (a) MCM-41; (b) SBA-15.
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A analise de sorcao/dessor¢cdo de N2 de [DIF][IBU] suportado em SBA-15 foi
similar aquela obtida para a silica SBA-15 (Figura 66-a). Assim, pode-se dizer que as
dimensdes dos poros foram inalteradas apos o processo de suporte do LI-IFAs (Figura
66-a), 0 que sugere um empacotamento das moléculas do LI-IFAs dentro dos poros.
Observou-se também, para a isoterma desta amostra uma reducdo na quantidade
total de N2 adsorvido sob diferentes condi¢des de pressao relativa (P/Po), indicando a
presenca de LI-IFAs adsorvido na rede mesoporosa da SBA-15 (DOADRIO et al.,
2004). O deslocamento observado na isoterma de adsorcao/dessorcao do LI-IFAs em
relacdo a isoterma da silica SBA-15, somado a uma reducdo de aproximadamente

37% do volume do poro e de 49% para area superficial (Tabela 22), comprovou a
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adsorcdo do LI-IFAs na silica. O tamanho médio dos poros aumentou devido ao
preenchimento total dos mesoporos menores (HEIKKILA et al., 2007).

As isotermas de adsorcao/dessorcéo de N2 obtidas tanto para MCM-41 quanto
para o [DIF][IBU] suportado em MCM-41, mostraram o0 mesmo comportamento (Figura
66-b). A isoterma é do tipo IV segundo IUPAC, com reducéo na quantidade total de
N2 adsorvido. Uma redugéo de 27% para area superficial e 44% para volume do poro,

confirmam a adsorcao deste LI-IFAs nos poros da silica MCM-41.

Figura 66 - Isotermas de adsorcdo/dessorcdo de N2 a 77 K das amostras de silica
puras e suportadas com [DIF][IBU] 20%. (a) SBA-15; (b) MCM-41.
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Tabela 22 - Valores obtidos através das analises de adsorcéo/dessorcéo de Na.

Area Volume do Tamanho do
Amostra* o
superficial® (Sger) poro? (V) poro?
BET BJH BJH BET BJH
(m?g™) (m?g™) (m2g™) (A) (A)
MCM-41 1155,5+21,6 1375,6+ 1,4+0,03 47,0£0,1 40,3+0,03
[DIF][IBU)/
843,3x11,4 719,8+£6,9 0,8+0,01 39,5+0,2 42,4%0,2
MCM-41
SBA-15 1031,5+48,6 1000,9+56,1 1,6+0,08 62,0+£0,04 63,6+0,4
[DIF][IBU)/
542,5+52,9 565,3+3,9 0,9+0,003 77,7+0,3 67,9£0,2
SBA-15

aValores obtidos para o processo de adsor¢do de N2 em duplicata. *MCM-41 com [DIF][IBU] suportado
(IDIF][IBUYMCM-41); SBA-15 com [DIF][IBU] suportado ([DIF][IBUJ/SBA-15).

Finalmente, o perfil de liberacédo in vitro do LI-IFAs suportado na proporcéo 20%
na SBA-15 e MCM-41 foi avaliado (Figura 67-a). Os dados obtidos para liberagcéo do
[DIF][IBU] no meio de dissolugdo PBS pH 7,2 com 1% Tween® mostraram uma
liberacdo mais rapida quando este estava suportado na silica SBA-15 do que quando
suportado em MCM-41, porém sem efeito burst. Entretanto, quando o meio de
liberacdo era o FGS pH 1,2 (Fig. 67-b) a liberacao do LI-IFAs suportado na silica SBA-
15 foi semelhante ao [DIF][IBU] na sua forma livre e mais rapida do que do o LI-IFAs
suportado em MCM-41 (Tabela 23).

Figura 67 - Perfil de liberacdo in vitro do [DIF][IBU] suportado nas silicas SBA-15 e
MCM-41. (a) PBS pH 7,2 com 1% Tween®; (b) FGS pH 1,2.
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A cinética da liberacao foi calculada pelo modelo de Higuchi. Considerou-se
duas etapas de liberacdo quando o meio de liberacéo foi PBS pH 7,2 com 1% Tween®
(Figura 68-a). Sendo na primeira etapa, que corresponde aos 60 minutos, uma cinética
de 4,15 % min'?, seguida de uma segunda etapa de cinética 5,60 % min'? para o
[DIF][IBU]J/SBA-15. Para o [DIF][IBU/MCM-41 na primeira etapa, que corresponde aos
primeiros 60 minutos, foi obtida uma cinética de 2,26 % min'?, seguida de uma
segunda etapa de cinética 7,22 % min'2. Estes dados indicam que para que a
liberacé@o do [DIF][IBU] ocorra, um maior tempo de contato com o meio de liberacao é
necessario. As diferencas nas cinéticas de liberacdo do [DIF][IBU] em funcédo das
silicas podem estar associadas ao fato de o poro da SBA-15 ser maior (62 A) do que
0 poro da MCM-41 (47 A), como consequéncia, o LI-IFAs tem maior dificuldade em

deixar o poro da silica MCM-41.

Figura 68 - Modelo cinético de Higuchi para os LI-IFAs suportados nas silicas SBA-15
e MCM-41. (a) PBS pH 7,2 com 1% Tween®; (b) FGS pH 1,2.
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Tabela 23 — Constantes cinéticas (k) de liberacdo obtidos pelo modelo matematico de

Higuchi, para os LI-IFAs suportados nas silicas MCM-41 e SBA-15.

LI-IFAs PBS FGS
Kk % k %
. R . . R .
(%omin’2) liberado (%min'/?) liberado
2,27 0,98629 14
MCM-41 2,1 0,97644 32
7,27 0,99547 74
4,15 1 27
SBA-15 3,68 0,9876 71
5,60 0,99411 81

A fim de comparar qual dos sistemas de liberacdo desenvolvidos para o LI-IFAs
[DIF][IBU] foi o0 mais promissor, as % do LI-IFAs liberadas ao final de 5 horas foram
comparadas e os dados estdo demonstrados na Tabela 24. Foi possivel observar que
quando o meio de dissolugédo é o PBS pH 7,2 com 1% de Tween® as menores
porcentagem de liberacdo foram obtidas para as silicas 60 A e 90 A (63 e 65%
respectivamente), seguidas pelas silicas MCM-41 (74%) e SBA-15 (81%) que mostrou
uma liberagdo comparavel ao LI-IFAs livre (82%). Com base nestes dados, pode-se
sugerir, que as silicas SBA-15 e MCM-41 foram mais eficientes no controle de
liberacdo, pois liberaram quantidades similares ao LI-IFAs livre, porém de forma
gradual e sem efeito burst, enquanto que as silicas 60 A e 90 A liberaram uma
quantidade do LI-IFAs bem menor. Entretanto quando o meio de liberacao foi o FGS
pH 1,2, a mesma tendéncia néo foi observada, pois o sistema que mostrou menor %
de liberagéo foi o do [DIF][IBU] suportado ha MCM-41, seguido pelo LI-IFAs livre, SBA-
15, e silica 60 A e finalmente silica 90 A. Com base nestes resultados, sugere-se que
o pH do meio de liberacdo tem influéncia sobre o comportamento do LI-IFAs, conforme
mencionado a cima, ndo se descarta a possibilidade de o [DIF][IBU] estar sofrendo
neutralizagdo no meio FGS. Além disso, as interacdes entre o LI-IFAs [DIF][IBU] com
a superficie da silica também pode ser afetada pelo pH, estas sdo algumas das
hipoteses que poderiam ajudar a explicar a diferenca dos % liberados com a mudanca
do meio de liberacdo. Entretanto, outros experimentos devem ser realizados para

comprovacédo das hipoteses aqui levantadas.
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Tabela 24 - Liberacdo do [DIF][IBU] em funcdo do meio de dissolucéo e do tipo de

material de suporte.

PBS pH 7,2 com 1% Tween® FGS
[DIF][IBU]
(%) (%)
Livre 82 47
Si02-60 63 84
Si02-90 65 63
SBA-15 81 71
MCM-41 74 32

4.4CONCLUSAO DO CAPITULO I

Foi possivel obter uma série de LI-IFAs suportados em silica (60 A e 90 A), por

um processo simples e eficaz (adsorcéo pelo solvente).

()

(ii)

(iii)

(iv)

As técnicas de caracterizacdo, difracdo de raios X em pd, microscopia
eletrbnica de varredura e microscopia eletrénica de transmissao, nao foram
conclusivas quantitativamente quanto a adsorcao dos LI-IFAs nos poros das
silicas 60 A e 90 A.

A estabilidade térmica dos LI-IFAs suportados na silica 60 A aumentou até
a proporcéo de 20% em peso dos LI-IFAs em relagdo ao LI-IFAs puro e
quando suportados na silica 90 A, a estabilidade térmica aumentou apenas
na proporgdo 10%, indicando que a interagdo dos LI-IFAs com a silica é
influenciada pelo tamanho do poro.

Os perfis de liberacdo dos LI-IFAs suportados foram sustentados e lentos,
sem efeito burst. Além disso foram dependentes do tamanho do poro da
silica (60 e 90 A), de maneira geral poros maiores liberaram os LI-IFAs mais
rapidamente

O meio de dissolucédo (PBS pH 7,2 com 1% Tween® e FGS pH 1,2) também
mostrou influéncia sobre a velocidade de liberacdo, sendo que em FGS

foram liberados de forma mais rapida.



v)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

()

(xi)
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A afinidade das interacdes dos LI-IFAs com chip SiO2 foi dependente da
hidrofobicidade dos LI-IFAs, quanto mais hidrofébico, menor a constante de
dissociacao (Kb).

Isotermas de adsorcao/dessorcdo de N2 comprovaram a adsorcao do
[DIF][IBU] nos poros das silicas 60 A e 90 A, indicando formacéo de
monocamada de LI-IFAs na silica 60 A e multicamada na silica 90 A.

O [DIF][IBU] apresentou maior efeito de nocicepgao comparado aos outros
LI-FAz sem comprometer a atividade locomotora dos animais. Além disso,
[DIF][IBU] mostrou efeito de nocicepcdo maior do que 0 precursor
ibuprofenato de sodio, utilizado como anti-inflamatério, podemos concluir
assim que a difenidramina potencializa o efeito do ibuprofeno.

O efeito de nocicepcéo do [DIF][IBU] suportado na silica 60 A foi maior do
que o efeito mostrado no [DIF][IBU] suportado na silica 90 A, mostrando que
liberacdo do LI-IFAs em sistema in vivo € comparavel ao sistema in vitro.
Foi obtido também o LI-IFAs [DIF][IBU] suportado nas silicas SBA-15 e
MCM-41. A estabilidade térmica do [DIF][IBU] suportado SBA-15 teve
aumento em funcéo das possiveis ligacdes de hidrogénio formadas entre o
LI-IFAs e os grupos silandis da superficie da silica.

Isotermas de adsorcao/dessorcédo de N2 mostraram que houve formacgéo de
multicamada do LI-IFAs [DIF][IBU] na silica MCM-41 e monocamada ha
silica SBA-15.

A liberacdo em PBS pH 7,2 com 1% de Tween® do [DIF][IBU] suportado nas
silicas SBA-15 e MCM-41 mostrou dependéncia da quantidade de LI-IFAs
adsorvido no interior dos poros da MCM-41 e SBA-15, uma vez que uma
maior quantidade do [DIF][IBU] foi liberada a partir da silica SBA-15.
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5 CONCLUSAO

Dois métodos bem conhecidos (Friedman e O-F-W) podem ser utilizados na
determinacdo da energia de ativacdo das reacdes de decomposicdo dos LI-IFAs.
Ambos métodos podem fornecer a constante cinética de decomposi¢do térmica e
valores de meia-vida. Baseados nestes dados, podemos concluir que os LI-IFAs
[BUP][IBU] e [RAN][IBU] séo termicamente estaveis, enquanto [LID][IBU] e [DIF][IBU]
possuem estabilidade térmica reduzida.

A determinacdo das estabilidades fotolitica e fotocatalitica foi possivel por
metodologias bem estabelecidas na literatura. Conclui-se que fotoestabilidade dos LI-
IFAs é dependente da estrutura dos cations, enquanto que a estabilidade fotocatalitica
nao mostrou essa dependéncia.

Dadas as possiveis desvantagens da forma liquida dos LI-IFAs, a tecnologia
SILP parece ser uma alternativa promissora para manipulacédo e dosagem destes LI-
IFAs. Com a combinacao dos LI-IFAs com dispositivos de suporte, como a silica, ha
a possibilidade de liberacdo controlada. Os LI-IFAs suportados nas silicas SiO2-60,
Si02-90, MCM-41 e SBA-15 mostraram liberacées sustentada e lentas, sem efeito
burst, em comparacdo aos LI-IFAs livres. Além disso, com a manipulacdo das
variaveis do suporte, como area superficial, volume, tamanho e morfologia do poro
varias abordagens de liberacdo podem ser desenvolvidas uma vez que os resultados
mostraram que as silicas amorfas 60 A e 90 A liberaram menores quantidades do
[DIF][IBU] do que as silicas organizadas MCM-41 e SBA-15 que liberaram

guantidades comparaveis ao LI-IFAs livre.



146

6 SUGESTOES PARA CONTINUIDADE DO TRABALHO

Tendo em vista a importancia de estudos voltados para os liquidos idnicos

formados a partir de ingredientes farmacologicamente ativos visando aplicacdes

farmacéuticas, sugere-se para trabalho futuros:

(i)

(i)
(i)

(iv)
(v)
(vi)
(vii)
(viii)

(ix)
()

Estudo detalhado dos mecanismos de fotodecomposi¢cdo na presenca e
auséncia de H202 para os LI-IFAs derivados do ibuprofeno.

Estudo do suporte dos LI-IFAs em silicas de superficies modificas.

Suporte dos LI-IFAs em silicas utilizando método de adsorcao pela solucao
assistida por ultrassom.

Obtencédo da cinética de adsor¢aos dos LI-IFAs nas diferentes silicas.
Estudo da interacéo silica/LI-IFAs pela técnica de RMN no estado sélido.
Estudo de interacdes dos LI-IFAs com vesiculas fosfolipidicas pela técnica
de SPR.

Estudo das interacfes dos LI-IFAs com superficie de TiO2 pela técnica de
SPR.

Imobilizacdo dos LI-IFAs em sensores de SPR para estudo de interacdes
com proteinas.

Estudo da influéncia do pH do meio na liberacdo dos LI-IFAs suportados.

Estudo da farmacocinética in vivo dos LI-IFAs.
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Figura A1 — Sobreposicao das curvas de TG em diferentes taxas de aquecimento para
(@) [RAN][IBUY]; (b) [LID][IBU]; (c) [DIF][IBU]
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Figura A2 — (a) Grafico In(Bda/dT) vs 1/T obtidos pelo método de Friedman.(b) Gréafico
log B vs 1/T obtidos pelo método de O-F-W. [RAN][IBU].
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Tabela Al — Coeficientes de correcéo (r) das curvas do In(Bda/dT) vs 1/T e In(Bda/dT)

vs 1/T para [RAN][IBU].

a Friedman O-F-W
0,1 0,98522 1
0,2 0,99094 0,99743
0,3 0,98365 0,99351
0,4 0,94798 0,9863
0,5 0,93799 0,97838
0,6 0,92871 0,96984
0,7 0,89282 0,96167
0,8 0,98967 0,95843
0,9 0,99876 0,98702
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Figura A3 — (a) Grafico In(Bda/dT) vs 1/T obtidos pelo método de Friedman.(b) Gréafico
log B vs 1/T obtidos pelo método de O-F-W. [LID][IBU].
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Tabela A2 — Coeficientes de correcao (r) das curvas do In(Bda/dT) vs 1/T (Friedman)
e In(Bda/dT) vs 1/T (O-F-W) para [LID][IBU].

a Friedman O-F-W
0,1 0,96726 0,97457
0,2 0,97501 0,97518
0,3 0,98268 0,97937
0,4 0,98478 0,98185
0,5 0,9837 0,984
0,6 0,98795 0,98507
0,7 0,98268 0,98572
0,8 0,96802 0,9853
0,9 0,9501 0,98357
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Figura A4 — (a) Grafico In(Bda/dT) vs 1/T obtidos pelo método de Friedman.(b) Gréafico
log B vs 1/T obtidos pelo método de O-F-W. [DIF][IBU].
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Tabela A3 — Coeficientes de corregao (r) das curvas do In(Bda/dT) vs 1/T (Friedman)
e In(Bda/dT) vs 1/T (O-F-W) para [DIF][IBU].

a Friedman O-F-W
0,1 0,99429 0,99961
0,2 1 0,9991
0,3 0,99449 0,99897
0,4 0,99678 0,99876
0,5 0,98867 0,99792
0,6 0,98658 0,99723
0,7 0,99191 0,99672
0,8 0,99504 0,99626
0,9 0,9912 0,99623
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Tabela A4 — Coeficientes de corregao (r) das curvas do In(Bda/dT) vs 1/T (Friedman)

e In(Bda/dT) vs 1/T (O-F-W) para [BUP][IBU].

a Friedman O-F-W
0,1 0,99978 0,99976
0,2 0,99968 0,99992
0,3 0,99991 0,99995
0,4 0,99953 0,99993
0,5 0,9981 0,99978
0,6 0,99778 1
0,7 0,99929 0,99963
0,8 0,99383 0,99995
0,9 0,99358 0,99994
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Figura A5 - Espectros de excitacdo e emissao de (a) [RAN][IBU]; (b) [LID][IBU]; (c)

[DIF][IBU].
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Figura A6 - Espectros de emissao de fluorescéncia do [RAN][IBU], Aexcit = 222 nm.(a)
Auséncia de H202, (b) 10 pL H20x.
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Figura A7 - Espectros de emissédo de fluorescéncia do [LID][IBU], Aexcit = 225 nm.(a)
Auséncia de H202, (b) 10 pL H20x2.
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Figura A8 - Espectros de emissao de fluorescéncia do [DIF][IBU], Aexcit = 227 nm.(a)
Auséncia de H20z2, (b) 10 pL H20:.
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APENDICE Il - Difrac&o de raios X em p6

Figura A8 — Espectro de difracdo de raios-x em po da Silica (preto), [BUP][IBU] 10%
(vermelho), [BUP][IBU] 20% (azul). (a) Silica 60 A; (b) Silica 90 A.
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Figura A9 — Espectro de difracdo de raios-x em p6 da Silica (preto), [LID][IBU] 10%
(vermelho), [LID][IBU] 20% (azul). (a) Silica 60 A; (b) Silica 90 A.
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Figura A10 - Espectro de difracdo de raios X em po6 da Silica (preto), [RAN][IBU] 10%
(vermelho), [RAN][IBU] 20% (azul). (a) Silica 60 A; (b) Silica 90 A.
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APENDICE IV - Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Figura A1l - Imagens MET dos LI-IFAs suportados na silica 60 A na proporgéo 20%
em peso. (a) [LID][IBU]; (b) [BUP][IBU]; (c) [RAN][IBU].
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Figura A12 - Imagens MET do LI-IFAs [LID][IBU] suportado na silica 90 A na proporcéo

20% em peso.
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APENDICE V - TGA

Figura A13 - Perfil de TG de [DIF][IBU] suportado nas silicas. (a) 60 A. (b) 90 A. SiO-
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Figura A14 - Perfil de TG de [LID][IBU] suportado nas silicas. (a) 60 A. (b) 90 A. SiOz
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Figura A15 - Perfil de TG de [DIF][IBU] suportado nas silicas. (a) 60 A. (b) 90 A. SiO>
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APENDICE VI - Adsor¢&o/Dessor¢ao N2

Figura A16 — (a) Isotermas de adsorcao-dessorcdo de N2 a 77 K da amostra de silica

mesoporosa, com poro de 60 A, antes e apds o suporte com [DIF][IBU]. (b)

Distribuicdo de tamanho de poros antes e apds o suporte com [DIF][IBU].
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Figura Al17 - Distribuicdo de tamanho de poros antes e ap06s 0 suporte com

[DIF][IBU].(a) SBA-15. (b) MCM-41
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APENDICE VII - SPR

Figura A18- Representacao regressao linear da mudanca de angulo em funcéao da

concentragéo para o LI-IFAs [BUP][IBU].
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Figura A19- Representacao regressao linear da mudanca de angulo em funcéo da

concentracdo para o LI-IFAs [LID][IBU].
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APENDICE VIII - Solubilidade e Cinética de Liberac&o

Figura A20 — Curva de calibracdo do teste de solubilidade do [BUP][IBU] em

H20O/EtOH 5% (V/v).
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Figura A21 — Curvas de calibracdo do teste de solubilidade do [RAN][IBU]. (a)

H20O/EtOH 5% (v/v); (b) PBS pH 7,2.
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Figura A22 — Curvas de calibracdo do teste de liberacéo in vitro do [RAN][IBU]. (a)
PBS pH 7,2 1% Tween®; (b) FGS pH 1,2.
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Tabela A5 — Equacdes das retas e coeficientes de correlacédo (R?) do [RAN][IBU], dos

testes de solubilidade e liberagao in vitro.

Meio de preparo Equacédo dareta R?
H20/EtOH 5% y=110,44x+4,088 0,99562
PBS pH 7,2 y=1914,41398x+216,04082 0,98904
PBS pH 7,2 1% Tween® y=7985,66593x+38,80982 0,99954
FGS pH 1,2 y=3999,39167x+2,84436 0,99996

Figura 23 — Perfil de liberac&o in vitro do [RAN][IBU] suportado nas silicas 60A e 90A.
(a) PBS pH 7,2 1% Tween®; (b) FGS pH 1,2.
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Figura 24 — Cinética de liberagdo para LI-IFAs [RAN][IBU]. (a) PBS pH 7,2 1% Tween®,
modelo dupla exponencial. (b) FGS pH 1,2, modelo de Higuchi.
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Figura A25 — Curvas de calibracdo do teste de solubilidade do [LID][IBU]. (a)
H20O/EtOH 5% (v/v); (b) PBS pH 7,2.
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Figura A26 — Curvas de calibracdo do teste de liberacéo in vitro do [RAN][IBU]. (a)
PBS pH 7,2 1% Tween®; (b) FGS pH 1,2.
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Tabela A6 — Equacdes das retas e coeficientes de correlacédo (R?) do [LID][IBU], dos

testes de solubilidade e liberagao in vitro.

Meio de preparo Equacéo dareta R?
H20/EtOH 5% y=2967,326x-465,877 0,99582
PBS pH 7,2 y=539,311x+1692,4832 0,99435
PBS pH 7,2 1% Tween® y=6243,11398x+33,48786 0,99958
FGS pH 1,2 y=888,44731x+15,54221 0,99693

Figura 27 — Perfil de liberac&o in vitro do [LID][IBU] suportado nas silicas 60A e 90A.
(a) PBS pH 7,2 1% Tween®; (b) FGS pH 1,2.
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Figura 28 — Cinética de liberacdo para LI-IFAs [LID][IBU] segundo modelo dupla
exponencial. (a) PBS pH 7,2 1% Tween®.(b) FGS pH 1,2.
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Figura A29 — Curvas de calibracdo do teste de
H20O/EtOH 5% (v/v); (b) PBS pH 7,2.
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Figura A30 — Curvas de calibracéo do teste de liberacéo in vitro do [DIF][IBU]. (a) PBS
pH 7,2 1% Tween®; (b) FGS pH 1,2.
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Tabela A7 — Equacdes das retas e coeficientes de correlagdo (R?) do [DIF][IBU], dos

testes de solubilidade e liberagao in vitro.

Meio de preparo Equacéo dareta R?
H20/EtOH 5% y=2077,916x-756,9244 0,99566
PBS pH 7,2 y=1870,06x+212,174 0,99744
PBS pH 7,2 1% Tween® y=3897,48603x-5,12911 0,99935
FGS pH 1,2 y=2313,56249x+16,68161 0,99149

Figura A31 - Perfil de liberac&o in vitro do [DIF][IBU] suportado nas silicas 60A, 90A

em FGS pH 1,2. As linhas servem de guia para os olhos.
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Figura A32 — Cinética de liberacdo para LI-IFAs [DIF][IBU] segundo modelo dupla
exponencial. (a) PBS pH 7,2 1% Tween®.(b) FGS pH 1,2.

% [DIF)IBL)] liberado

100

80

@
=1

a
=1

20

50

100 150 200

Tempo (min

250

300

350

(@

Y = 99.1*(1-M1*e (-MZ*MD)}-M3...

Value Error

m1 0,46821 936
m2 0,006568 075977
m3 046821 936,01
md 0,0058379 0,7035
Chisg 52,804 MNA
R? 0,99409 MNA

50

40

30

v

20

% [DIF]IBU] liberado

¥ = 99*(1-M1* e (-M2*M0}-M3"e...

10

Value Error

m1 06846 0,055479

m2 | 0,0077916| 0,00071318

m3 0,31814 0,056896

m4 | 0,0011992| 0,00047274

Chisg 1,8228 MA

50 100 150 200 250 300 350

T R? 0,8995 MA

(b)



181

APENDICE IX - Atividade anti-inflamatoéria

Avaliacdo do limiar mecanico dos animais

Figura A33 - Limiar mecanico de retirada de pata dos animais?. (a) Veiculo®; (b)
[RAN][IBUIS; (c) [BUP][IBU]S;(d) [LID][BUIS; (e) [DIF][IBUIC.

LRP (g)

Basal 1h

aBasal refere-se a avaliagdo do limiar mecénico de retirada de pata dos animais antes do tratamento
com os compostos. O tempo de 1h refere-se a avaliagdo do limiar mecéanico de retirada de pata dos
animais em 1h apos a administragdo dos compostos. ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc
de Tukey. bdose 10 mL kg, via oral. °dose 100 mg kg, via oral

Efeito dos compostos sobre a nocicepgéo espontanea induzida por capsaicina

Figura A34 - Efeito dos compostos sobre a nocicepcédo? espontanea induzida por
capsaicina administrada intraplantar. (a) Veiculo®; (b) [RAN][IBU]S; (c) [BUP][IBU]S;(d)
[LID][BUIS; (e) [DIF][IBUIC.
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albuprofenato de lidocaina e de difenidramina foram capazes de reduzir o tempo de lambida de pata
dos animais causado pela administracdo de capsaicina quando comparado aos animais tratados com
veiculo. **P<0.01; ***P<0.001 quando comprado ao grupo veiculo. ANOVA de uma via seguida pelo
teste post hoc de Tukey. Pdose 10 mL kg, via oral. ¢dose 100 mg kg, via oral.
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Tabela A7- A tabela mostra o numero de quedas dos animais no teste do cilindro

giratorio.
Composto Numero de quedas no teste do
cilindro giratorio
Veiculo (10 ml kg?, v.0.) 0,5+0,2
[RAN][IBU] (100 mg kg, v.0.) 0604
[BUP][IBU] (100 mg kg, v.0.) 0,6 £0,3
[LID][IBU] (100 mg kg, v.0.) 3,5+1,0%
[DIF][IBU] (100 mg kg, v.0) 0,8+0,4

**P<0.01 quando comparado ao grupo veiculo. ANOVA de uma via seguida pelo teste
post hoc de Tukey. v.o. (via oral).

Figura A35 - Limiar mecanico de retirada de pata dos animais quando tratado com
[DIF][IBUJ2. (a) Veiculo (10 mL kg?); (b) (10 mg kg?); (c) (30 mg kg™); (d) (60 mg kgb);
(e) (100 mg kg?).
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aBasal refere-se a avalicdo do limiar mecanico de retirada de pata dos animais antes do tratamento
com os compostos. O tempo de 1h refere-se a avaliagdo do limiar mecéanico de retirada de pata dos
animais em 1h apés a administracéo dos compostos. ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc
de Tukey. Via de administracéo oral.
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Efeito do ibuprofenato de difenidramina sobre a nocicepcdo espontanea

induzida por capsaicina

Figura A36 - Efeito do ibuprofenato de difenidramina sobre a nocicepg¢éo espontanea
induzida por capsaicina administrada intraplantar 2. (a) Veiculo (10 mL kg?); (b) (10
mg kg); (c) (30 mg kg™); (d) (60 mg kg*); (e) (100 mg kg?).
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alpuprofenato de difenidramina nas doses de 60 e 100 mg/kg foram capazes de reduzir o tempo de
lambida de pata dos animais causado pela administragcdo de capsaicina quando comparado aos
animais tratados com veiculo. ***P<0.001 quando comparado com o grupo veiculo. ANOVA de uma via
seguida pelo teste post hoc de Tukey. Via de administracéo oral.

Avaliacao da atividade locomotora dos animais

Tabela A8 - Numero de quedas dos animais no teste do cilindro giratoério.

Numero de quedas no teste do

Composto cilindro giratério
Veiculo (10 mL kg%, v.0.) 0,5+0,2
[DIF][IBU] (10 mg kg, v.0) 00
[DIF][IBU] (30 mg kg, v.0) 1,1+0,6
[DIF][IBU] (60 mg kg, v.0) 0,6 +0,2
[DIF][IBU] (100 mg kg%, v.0) 0,8+0,4

ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey.



