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RESUMO

Os liquidos 16nicos (LIs) sao considerados uma alternativa atraente para aperfeigoar processos
com finalidades econOmicas, ecoldgicas e podem oferecer uma nova perspectiva na
cristalizagcdo de insumos farmacéuticos ativos (IFAs), devido a infinidade de possibilidade de
sinteses dos LIs. Neste contexto, estudou-se a aplicacao de LIs na cristaliza¢ao da isoniazida
(INH), um dos medicamentos mais utilizados e importantes no tratamento da tuberculose, com
a finalidade de analisar os efeitos nas caracteristicas do firmaco, como também a interacao com
os LlIs, sintese de novos compostos e manipulagdo do habito cristalino. Inicialmente, foram
sintetizados e caracterizados cinco LIs baseados no cation colina com acido sulfurico, acético,
benzodico e citrico, como também, dois LIs baseados no cation monoetanolamina com acido
acético e formico. Posteriormente, os sete LIs obtidos foram caracterizados por meio de
propriedades fisico-quimicas e utilizados na cristalizagcdo da INH pelo método de evaporagao
do solvente. Os ensaios de toxicidade aguda dos LIs demonstraram que o hidroxido de (2-
hidroxietil)-trimetilamonio; formiato de 2-hidroxi-etilamdnio e acetato de 2-hidroxi-etilamonio
ndo apresentaram toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina, enquanto o acetato de (2-
hidroxietil)-trimetilamonio, bissulfato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio e citrato de (2-
hidroxietil)-trimetilamonio apresentaram baixa toxicidade, com valores de DLso de 529; 408 e
410 pg/mL, respectivamente. Na caracterizagao das novas formas de INH, verificou-se que a
morfologia e estabilidade da INH pode ser manipulada de acordo com o LI escolhido,
produzindo habitos distintos dos encontrados na cristalizagdo com os acidos precursores dos
LIs. As formas INH:[ChOH] e INH:[ChCit], mostraram aspecto de p0, baixa solubilidade e em
relagdo a acdo antimicobacteriana sob a Mycobacterium tuberculosis, apresentaram valor de
concentragdo inibitdria minima de 100 e 12,5 pg/mL, respectivamente. O LI bissulfato de (2-
hidroxietil)-trimetilamonio provocou mudanga conformacional na estrutura da isoniazida,
formando o sulfato de 2-(4-piridiniocarbonil)-hidrazina, com solubilidade em agua a 25 °C de
155,90 mg/mL, sendo aprimorada em relagdo a isoniazida padrao, que apresentou nas mesmas
condi¢des solubilidade de 137,90 mg/mL. Diante disso, a obtencdo de novas formas sélidas do
farmaco INH em Lls, bem como a caracterizagdo e elucidacdo de sua estrutura apos a
cristalizacdo, torna-se inovador e ¢ considerado um passo inicial para a utilizagdo de novos

solventes na cristalizagdao de farmacos.

Palavras-chave: Isoniazida. Liquidos i0nicos. Toxicidade. Cristalizacdo. Mycobacterium

tuberculosis.



ABSTRACT

The ionic liquids (ILs) are considered an attractive alternative to improve processes with
economic, ecological purposes and can offer a new perspective on the crystallization of active
pharmaceutical ingredients (APIs), due to the infinity of possibilities of ILs syntheses. In this
context, the application of ILs in the crystallization of isoniazid (INH), one of the most used
and important drugs in the treatment of tuberculosis, was studied, with the purpose of analyzing
the effects on the characteristics of the drug, as well as the interaction with the ILs, synthesis of
new compounds and manipulation of the crystalline habit. Initially, five ILs based on the choline
cation with sulfuric, acetic, benzoic and citric acid were synthesized and characterized, as well
as two ILs based on the monoethanolamine cation with acetic and formic acid. Subsequently,
the seven ILs obtained were characterized by physical-chemical properties and used in the
crystallization of INH by the solvent evaporation method. The acute toxicity tests against the
microcrustacean Artemia salina showed that (2-hydroxyethyl)-trimethylammonium hydroxide;
2- hydroxyl ethylammonium formate and 2- hydroxyl ethylammonium acetate ILs did not show
toxicity against the microcrustacean A. salina, while the (2-hydroxyethyl)-trimethylammonium
acetate, (2-hydroxyethyl)-trimethylammonium bisulfate and (2-hydroxyethyl)-
trimethylammonium citrate ILs showed low toxicity, with values of LDso of de 529; 408 ¢ 410
pg/mL. In the characterization of the new forms of INH, it was verified that the morphology
and stability of the INH can be manipulated according to the chosen IL, producing habits
different from those found in the crystallization with the precursor acids of the ILs. The
INH:[ChOH] and INH:[ChCit] forms showed a powdery appearance, low solubility and in
relation to the antimycobacterial action against Mycobacterium tuberculosis, they presented a
minimum inhibitory concentration value of 100 and 12.5 pg/mL, respectively. The (2-
hydroxyethyl)-trimethylammonium bisulfate IL caused a conformational change in the
structure of isoniazid, led to the formation the 2-(4-pyridiniumcarbonyl)-hydrazine sulfate, with
a solubility in water at 25 °C of 155.90 mg/mL, being improved compared to INH (137.90
mg/mL) under the same conditions. Therefore, the obtaining new solid forms of the drug INH
in ILs, as well as the characterization and elucidation of its structure after crystallization,
becomes innovative and it is considered an initial step for the use of new solvents in the

crystallization of drugs.

Keywords: Isoniazid. lonic liquids. Toxicity. Crystallization. Mycobacterium tuberculosis.
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1 INTRODUCAO

Liquidos i6nicos (LIs) sao sais organicos com pontos de fusdo abaixo de 100 °C,
compostos por ions, formados por cations e anions (RESENDE DE AZEVEDO et al., 2014),
apresentam baixa pressdo de vapor e sdo considerados ndo volateis. Sdo geralmente liquidos
viscosos e apresentam grande capacidade de dissolver substancias organicas e inorganicas
(GOUVEIA et al., 2014).

Com o aumento da percepcdo de toxicidade e biocompatibilidade, os LIs vém
despertando aten¢do como um conceito de formulagdo para IFAs (insumos farmacéuticos
ativos), variando sua utilizagdo entre: solventes e co-solventes para IFAs; conversao de IFA em
formas liquidas como o IFA-LI; uso de LI como extratores de compostos farmacéuticos de
solucdes aquosas; como meio reacional alternativo e sustentavel para varias transformagdes
organicas, incluindo a preparacdo de medicamentos e ainda sistemas ternarios mediados por
liquidos i6nicos como potenciais portadores de IFA (AZEVEDO et al., 2018; BALK;
HOLZGRABE; MEINEL, 2015; RESENDE DE AZEVEDO et al., 2014; SMITH, 2015;
VICOSA et al., 2012; WEBER et al., 2015).

O processo de cristalizagdo dos IFAs ¢ realizado predominantemente em solventes
organicos, aquosos ou em ambos (SMITH, 2015). Existem cerca de 600 solventes
convencionais que sao amplamente utilizados na induastria, em comparacdo com pelo menos
um milhdo de liquidos i6nicos que podem ser facilmente preparados em laboratério (GREER;
JACQUEMIN; HARDACRE, 2020; PLECHKOVA; SEDDON, 2008). Esse foi um dos fatores
que fez com que o uso de liquidos 16nicos despertasse interesse na comunidade académica e
meio industrial.

A forma fisica do IFA modula importantes propriedades, como a solubilidade,
estabilidade quimica e fisica, e também pode impactar na capacidade de fabricacdo dos
medicamentos (SMITH, 2015). Na producdo de um IFA, a etapa de cristalizacdo ¢
imprescindivel para garantir que apresente alta pureza, forma polimoérfica correta, como
também o hébito e tamanho das particulas que permitam o isolamento e posterior
processamento (SMITH, 2015).

Diante disso e compreendendo que a isoniazida (INH) ¢ um dos farmacos mais
importantes utilizados no tratamento da tuberculose e com base em sua capacidade de formar
uma diversidade de formas sélidas, surge a necessidade do estudo da cristalizacdo da INH em
LIs. A cristalizagdo de isoniazida em solventes convencionais vem sendo estudo de diversos

trabalhos, como na formacdo de sais de isoniazida com acidos inorganicos, cocristais com
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acidos carboxilicos, complexos moleculares com &cido L(+)-tartarico, ou até mesmo o
crescimento da isoniazida em metanol, etanol e isopropanol (HAN et al., 2019; MELO et al.,
2016; SARCEVICA et al., 2013; SEVUKARAJAN et al., 2011).

A cristalizagdo de isoniazida em LIs surge como algo inovador, diante da
necessidade de estudos que possam auxiliar na determinacao de LIs para verirficar a influéncia
na cristalizacdo da isoniazida. Foram sintetizados nesta tese cinco liquidos i6nicos contendo o
cation colina e dois utilizando o cation monoetanolamina. A colina ¢ considerada uma fonte de
cation segura e de baixo custo (PEDRO et al., 2020), ja LIs a base de monoetanolamina
apresentam resultados promissores em relagdo a baixa toxicidade (ZANONI et al., 2019), ja os
anions utilizados pertencem a lista de reagentes geralmente reconhecidos como seguros
(GRAS).

Com base nessas consideracdes, na expectativa de contribuir, em especial, com o
aumento das possibilidades de solventes vidveis para a cristalizagao da isoniazida, foi realizado
um estudo sistematico da sintese e caracterizagdo dos liquidos i6nicos hidroxido de (2-
hidroxietil)-trimetilamonio, bissulfato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio, acetato de (2-
hidroxietil)-trimetilamonio, citrato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio, benzoato de (2-
hidroxietil)-trimetilamonio, acetato de 2-hidroxi-etilamonio e formiato de 2-hidroxi-etilamonio
e estudo na cristalizag¢do da isoniazida. Propriedades importantes como densidade e viscosidade
destes LIs foram analisadas em diferentes temperaturas servindo como referencial tedrico para
futura aplicagdo dos mesmos, além do estudo da toxicidade aguda frente a Artemia salina. As
novas formas solidas cristalizadas de isoniazida em LIs foram caracterizadas visando observar

se houve variagao na estabilidade e solubilidade.
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Objetivo geral

O principal objetivo desse trabalho foi sintetizar e caracterizar liquidos i6nicos de
baixa toxicidade. Apds, utiliza-los no processo de cristalizagdo de isoniazida e avaliar a

influéncia dos mesmos nas caracteristicas da isoniazida obtida.

Objetivos especificos

e Sintetizar liquidos i0nicos a partir dos cations colina € monoetanolamina;

e Fornecer dados de densidade e viscosidade em diferentes temperaturas;

e Analisar a sintese dos LIs por FT-IR e RMN de 'H e *C;

e Estudar a toxicidade dos LlIs sintetizados frente a Artemia salina;

e Analisar a cristaliza¢do da isoniazida nos LIs sintetizados;

e Caracterizar a isoniazida apoés a cristalizacdo nos LIs por FT-IR, RMN de
'He 13C, MEV, DSC, TGA, DRX ¢ DRXM;

e Investigar a morfologia e habito cristalino da isoniazida ap0s a cristalizagao
nos LlIs;

e Determinar a solubilidade, estabilidade da isoniazida obtida e analisar como
essas caracteristicas foram modificadas;

e Avaliar a atividade antimicobacteriana das formas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Liquidos idnicos

Os liquidos i6nicos (LIs) sdo sais que se fundem abaixo de 100 °C e apresentam
potencial de minimizar o impacto ambiental induzido por alguns solventes organicos
(KRISHNAN et al., 2020). Os LIs sao compostos por ions que consistem em um cation
organico € um anion, este Ultimo pode ser organico ou inorganico (ABBASI et al., 2020). Os
anions nos LlIs controlam propriedades e intera¢des quimicas, ao passo que os cations sao
responsaveis por propriedades fisicas, tais como: ponto de fusdo, viscosidade e densidade
(ABBASI et al., 2020). Podendo assim, serem projetados para uma funcdo especifica, por isso
sdo descritos como os “designer solvents” (AGHAEIL; SOBATI, 2022).

Liquidos i6nicos sdo uma classe de solventes com propriedades ajustaveis e t€m
sido amplamente utilizados como substituto para solventes organicos tdxicos, perigosos,
inflamaveis e altamente volateis (COSTA; FILETI, 2018), devido a sua resisténcia a
vaporizagdo, estabilidade térmica e capacidade de serem modificados em nivel estrutural
(KRISHNAN et al., 2020).

Os liquidos 16nicos podem ser préticos ou aproticos. Os liquidos 16nicos proticos
sao produzidos através da transferéncia de protons de um acido Bronsted para uma base
Bronsted (REIS, C. L. B. ef al., 2017). A principal caracteristica que diferencia os liquidos
i06nicos proticos (LIPs) dos aproticos (LIAs) € a presenca de um proton ativo nos cations do
liquido i6nico protico (NASRABADI; GANESAN, 2019). Entretanto, alguns experimentos ja
mostraram que nos LIP secos (com teor de agua inferior a 20 ppm) o proton instavel no cation
ndo ¢ "livre" e o cation ndo esta sujeito a protonagdo-desprotonacao reversivel (NASRABADI;
GANESAN, 2019).

Alguns liquidos i6nicos, dependendo da sua natureza, podem ser candidatos
potenciais a solventes, ou mesmo como veiculos, pois sdo substdncias que podem ser
introduzidos em 4gua, 6leos ou solugdes alcodlicas (JULIO, 2017). As possibilidades de
combina¢do de um unico cétion e anion (embora existam exemplos mais complexos) fornece
10° combinagdes possiveis de LIs (SMITH, 2015). Ou seja, existem cerca de 600 solventes
convencionais usados na industria, em compara¢io com pelo menos um milhdo (10°) de
liquidos i6nicos que podem ser facilmente preparados em laboratério (PLECHKOVA;

SEDDON, 2008; SMITH, 2015).
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E notdrio ressaltar que as potenciais aplicagdes técnicas e comerciais de LIs estdo
principalmente ligadas as suas propriedades fisico-quimicas tinicas, como baixa pressdo de
vapor, multiplas interagcdes de solvatagdo com compostos organicos e inorganicos, excelente
estabilidade quimica e térmica, relativa condutividade i6nica e ampla janela eletroquimica
(COSTA; FILETI, 2018).

Os LIs podem apresentar baixa biodegradabilidade e devido a gama de estruturas
possiveis, dados de propriedades termodinamicas € o impacto no meio ambiente ainda sao

limitados, como também a preparacao pode ser cara ¢ demorada. Sendo assim,

2.2 Um breve historico dos liquidos ionicos

O primeiro estudo sobre LIs foi relatado em 1914, quando Paul Walden sintetizou
o nitrato de etilamonio, a apartir da reacdo de neutralizacdo entre a etilamina e o acido nitrico
concentrado (GADILOHAR; SHANKARLING, 2017). A primeira geracao de LIs, proposta em
meados de 1970 e 1980, baseados em cations alquil-imidazolio e piridinio, com anions haleto
ou tetrahalogenoaluminato, foram utilizados como potenciais eletrdlitos em baterias
(GADILOHAR; SHANKARLING, 2017). Uma segunda geracdo de LIs permitiu manipular
propriedades fisicas e quimicas através da substitui¢do de um anion inorganico por uma classe
de anions organicos funcionais ou pela substituigdo do cation, promovendo caracteristicas
diferenciadas quanto a hidrofobicidade e a solvatacdo (COSTA; FILETI, 2018).

J& no inicio do século 21, o conceito de “fask specific ionic liquids” como Lls de
terceira geracao foi introduzido por Davis e colaboradores, no qual € possivel formar qualquer
composi¢do de liquido i6nico especifico, dependendo das propriedades quimicas, fisicas e
bioldgicas requeridas (DAVIS; FORRESTER, 1999; GADILOHAR; SHANKARLING, 2017).

J& foi demonstrado que alguns LIs, como os baseados no imidazoélio, apresentam
maior toxicidade do que compostos organicos volateis ja utilizados na industria quimica, como
o metanol e o diclorometano (Garcia et al., 2005). Em busca de LIs ecologicamente corretos,
nessa tese foram sintetizados liquidos i6nicos contendo o cation colina e monoetanolamina.

Os liquidos i6nicos a base de monoetanolamina exibem na literatura resultados
promissores em relacdo a baixa citotoxicidade (MUHAMMAD et al., 2012). As vantagens da
monoetanolamina, por exemplo, sdo o baixo custo, estabilidade térmica razodvel e baixa taxa
de degradagdo térmica (PINKERT et al., 2011). As propriedades gerais dos liquidos i6nicos de
monoetanolamina tém sido objeto de muitos estudos no grupo de pesquisa em diferentes areas,

seja em sua capacidade de dissolver materiais lignoceluldsicos (REIS, C. L. B. et al., 2017) ou
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na extragdo de ficobiliproteinas (RODRIGUES et al., 2020). Na Figura 1 est4 representada a

estrutura quimica do cation monoetanolamina.

Figura 1 — Representacdo da estrutura quimica do
cation monoetanolamina ou 2-hidroxi-etilamonio.

OH
H3N+/\/

Fonte: elaborada pela autora (2021).

Ja o cloreto de colina ¢ um sal de amonio quaternario, nao toxico, barato, nao
inflamavel e considerado benigno ambientalmente (KALLA et al., 2017). Devido a essas
propriedades, como também por se comportarem como solventes verdes e apresentarem
excelentes desempenhos em catalise, polimerizacdo e métodos eco-friendly, os pesquisadores
tém desenvolvido diversos liquidos i6nicos a base de colina (KALLA et al., 2017).

Assim, os liquidos i6nicos a base de colina poderao ser substitutos para os liquidos
i0nicos a base de imidazodlio nas mais diversas areas, devido a sua natureza nio toxica e
biodegradavel (GADILOHAR; SHANKARLING, 2017). Na Figura 2 estd representada a

estrutura quimica do cation colina.

Figura 2 — Representacdo quimica da estrutura do
cation colina ou (2-hidroxietil)-trimetilaménio.

\N+/\/OH
|

Fonte: elaborada pela autora (2021).

No Topico 2.2.1 sdo apontadas areas relevantes para o uso de LIs em pesquisas

farmacéuticas.
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2.2.1 Liquidos ionicos em pesquisas farmacéuticas

A partir do projeto do LI a ser formado, surge a possibilidade de modificar as
propriedades fisico-quimicas, sem a necessidade de modificar estruturalmente o proprio
ingrediente farmacéutico ativo (BALK; HOLZGRABE; MEINEL, 2015). Uma area que esta
em grande ascensao ¢ na aplicacdo de LIs na produgdo e entrega de insumos farmaceuticamente
ativos (IFA) e no desenvolvimento de LIs projetados para serem um IFA (SMITH, 2015).

Nessa abordagem em busca da melhoria de algumas caracteristicas do farmaco, o
IFA ¢ combinado com liquido i6nico para criar um novo liquido i6nico denominado IFA-IL
(SHEKAARI et al., 2019). Essa nova forma apresentada do IFA pode melhorar a solubilidade,
administracao de medicamentos e a biodisponibilidade devido as naturezas de hidrofobicidade
e hidrofilicidade (SHEKAARI et al., 2019).

Shekaari et al., 2019 estudaram o comportamento termodinamico de glicina e L-
alanina em um liquido i6nico de segunda gera¢ao, o salicilato de 1-hexil-3-metilimidazélio. De
acordo com os dados termodinamicos obtidos, os autores concluiram que o LI salicilato de 1-
hexil-3-metilimidazolio apresenta processo mais espontaneo de associagao de ions em solugao
de glicina em relagdo a L-alanina.

Shi et al. (2020) descreveram o potencial de liquidos i0nicos, em particular o
sintetizado com bicarbonato de colina e acido gerdnico, para administracdo oral de um
medicamento hidrofébico, utilizado no tratamento de alguns tipos de cancer, o sorafenibe (SHI
et al.,2020).

Com a finalidade de alterar a biodisponibilidade da rifampicina, particulas
ultrafinas do farmaco foram preparadas utilizando liquido i6nico (1-etil-3-metil imidazolio
metil-fosfonato) como solvente alternativo e tampao de fosfato como anti-solvente (VICOSA
etal.,2012).

Existem inimeras possibilidades de liquidos 16nicos e algumas drogas sdo pouco
soluveis em solventes convencionais, com isso, a cristalizagdo utilizando LI se torna pertinente.
Tem-se o caso do LASSBio-294, uma droga pouco soluvel em solventes organicos
convencionais, limitando a operacdo (AZEVEDO et al., 2018). Azevedo et al. (2018) utilizaram
o LI 1-etil-3- metilimidazolio metilfosfonato como solvente e 4gua como anti-solvente com o
intuito de possibilitar novas perspectivas para melhorar a taxa de dissolu¢ao do LASSBi0-294.

Weber et al. (2015) analisaram o uso de LI bis(trifluorometanossulfonil)imida de
1-etil-3-metilimidazélio na cristalizagdo por resfriamento de uma variedade de IFAs

(acetaminofeno, fenofibrato, ibuprofeno, acido acetilsalicilico, itraconazol, griseofulvina, acido
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salicilico, naproxeno, amoxicilina, etomidato, dentre outros). As curvas de solubilidade dos
IFAs nesse LI, o estabeleceu como potencial solvente para cristalizacdo (WEBER et al., 2015).

Outra vertente da utilizagcdo de LIs em farmacos esta no controle de polimorfismo.
An et al. (2016) utilizaram os LlIs tetrafluoroborato de 1-alil-3-etilimidazdlio, tetrafluoroborato
de 1-butil-2,3-dimetilimidazoélio e tetrafluoroborato de 1,3-dialillimidazolio como co-solventes,
utilizando o método de cristalizagdo “drowning-out” para controlar o fendomeno que induz a
rapida transformacdo de fase da forma I para a forma II do polimorfo do bissulfato de
clopidogrel (AN et al., 2016), o “drowning-out” consiste em adicionar um segundo solvente
(antissolvente) reduzindo a solubilidade do soluto.

Frizzo e colaboradores tém estudado a autoassocia¢do de liquido i6nico com liquido
10nico e heteroassociagao de liquido i6nico com farmaco (FRIZZO et al., 2015b, 2015a, 2016,
2018). Os dados obtidos no estudo de agregacdo, como a concentracdo de agregacdo critica
(CAC) e parametros termodindmicos, como entalpia, entropia e energia livre de Gibbs,
permitem determinar a contribui¢do das interagdes de van der Waals e também os efeitos
eletrostaticos da estrutura do liquido i6nico no processo de agregacdo, comparando assim a
autoassociacdo de liquido idnico com liquido idnico em solvente, como também a
heteroassociagao do liquido i6nico com o farmaco em solvente (BENDER, 2018).

Nao foi encontrado na literatura estudo da associacdo de liquidos i6nicos com
1soniazida (farmaco escolhido para os estudos de cristalizagdo em LlIs), nem cristalizacao de
isoniazida em LIs. Apenas o estudo da solubilidade da isoniazida em liquidos i0nicos

comerciais, que sera discutido mais a frente, no Topico (2.5.2).

2.3 Isoniazida

A isoniazida (acido isonicotinico; hidrazida do 4cido isonicotinico; hidrazida do
acido 4-piridinocarboxilico; INH) ¢ um dos mais importantes farmacos utilizados no tratamento
da tuberculose. Trata-se de uma droga bactericida potente que tem como alvo a parede celular
micobacteriana (ARBEX et al., 2010; PERDIGAO; PORTUGAL, 2019).

A tuberculose (TB) ¢ uma doenca infecciosa cronica, que tem como agente
etiologico o Mycobacterium tuberculosis, também conhecido como Bacilo de Koch,
identificado pela primeira vez pelo cientista alemdo Robert Koch (1843-1910) em 1882
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). A tuberculose ¢ uma doenca transmissivel e

uma das principais causas de morte em todo o mundo, até pandemia de coronavirus (COVID-
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19), a tuberculose era a principal causa de morte em um tnico agente infeccioso, ultrapassando
HIV/AIDS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Estima-se que em 2019, aproximadamente 10 milhdes de pessoas adoeceram de
tuberculose no mundo e 1,2 milhdo de pessoas morreram em decorréncia dela (MINISTERIO
DA SAUDE, 2021). No Brasil, em 2019, foram diagnosticados 73.864 novos casos de
tuberculose (MINISTERIO DA SAUDE, 2020), ja em 2020 registrou 66.819 (MINISTERIO
DA SAUDE, 2021).

O sistema de classificagdao biofarmacéutica (BCS-Biopharmaceutics Classification
System ) é uma ferramenta do FDA (Food and Drug Administration), proposta em 1995 por
Amidon et al., que categoriza os farmacos em quatro classes de acordo com a sua solubilidade
aquosa e permeabilidade intestinal (Figura 3) (AMIDON et al., 1995; CHARALABIDIS et al.,
2019). A isoniazida apresenta solubilidade em dgua a 25 °C de 137,96 mg/mL (DINIZ et al.,
2018a). E um farmaco de classe I ou III do sistema de classificagdo, sendo considerado um
farmaco que n3o ha problema de taxas de solubilidade/dissolu¢do em agua (DINIZ et al.,

2018a).

Figura 3 — Esquema do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica.

£
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Alta Solubilidade | |=  Baixa Solubilidade
Alta Permeabilidade g Alta Permeabilidade
P
ll
Solubilidade
Classe ITI Classe IV
Alta Solubilidade Baixa Solubilidade
Baixa Permeabilidade Baixa Permeabilidade

Fonte: elaborada pela autora (2021).

De acordo com as diretrizes da FDA, um IFA (insumo farmacéutico ativo) ¢
considerado altamente soluvel se sua maior dose administrada oralmente de uma sé vez, como

uma formulagdo de liberagdo imediata, puder ser dissolvida em <250 mL de meio aquoso a um
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pH de 1 a 6,8 e uma temperatura de 37 °C = 1 °C (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2018; ANVISA, 2018; CHARALABIDIS et al., 2019).

Designa-se alta permeabilidade de um IFA, se a fracdo absorvida atingir 85% ou
mais da dose administrada, na auséncia de instabilidade do trato gastrointestinal (ANVISA,
2018; CHARALABIDIS et al., 2019). Ja para o IFA ser considerado como rapidamente
dissolvido, tem que se dissolver > 85% dentro de 30 minutos, nos meios de dissolugao
utilizados,: HCI 0,1 N ou fluido géstrico simulado especificado pela USP (United States
Pharmacopeia) sem enzimas, tampao de pH 4,5 e tampao de pH 6,8 ou fluido intestinal
simulado especificado pela USP sem enzimas (CHARALABIDIS et al., 2019).

Tendo em vista o objeto de estudo dessa tese, a isoniazida, um das limitacdes
enfrentados com seu uso € que com o tempo e em condigdes inadequadas de armazenamento,
ela se hidrolisa, resultando na formagao de hidrazina (DOS REIS, F. D. et al., 2014).

A hidrazina ¢ conhecida por ser toxica e cancerigena (DOS REIS, F. D. et al., 2014).
Alguns dos produtos de degradacdo da isoniazida demonstrado no trabalho de Bhutani ef al.

sdo mostrados na Figura 4.

Figura 4 — Estrutura quimica dos produtos de degradacao da isoniazida.
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Acido isonicotinico Acido isoni_cotin_ic:o Acido izonicotinico piridina-
N'-{piridil-4-carboxil)-hidrazida etilideno-hidrazida 4-metileno-hidrazida

Fonte: adaptado de Bhutani et al., 2007.

Outro fator que merece atencdo ¢ que na presenca de outros farmacos

tuberculostaticos, como no caso das formula¢des em doses fixas combinadas, a isoniazida sofre
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reacdes cruzadas, ocasionando assim a degradacdo da molécula, acarretando perdas
significativas da concentra¢do dos principios ativos nos comprimidos (CHERUKUVADA;
NANGIA, 2012; DINIZ, 2017).

Como também, devido a alta higroscopicidade do etambutol, a isoniazida e
rifampicina sofrem degradacdo, por meio da formagdo de metabolitos inativos, podendo
ocasionar a diminui¢do da biodisponibilidade da rifampicina e isoniazida no organismo
(BHUTANI; SINGH; JINDAL, 2005). Diniz, 2017, relata que a tendéncia dos sais de etambutol
de serem higroscopicos ¢ devido aos arranjos cristalinos que permitem que haja uma interagao
muito pronunciada com moléculas de 4gua, levando na maioria das vezes ao colapso da
estrutura.

Shishoo et al. (1999) determinaram a estabilidade da rifampicina em formulagdes
que continham isoniazida e compararam com formulagdes sem isoniazida, a partir da
degradagdo de rifampicina em 3-formil-rifamicina SV. Foi possivel observar que a taxa de
degradagdo da rifampicina na presenca de isoniazida foi quase duas vezes maior que a da
rifampicina sozinha. A degradacdo da rifampicina sozinha apos ensaio de 45 min foi de 12,4%,
enquanto na presenca da isoniazida aumentou para 21,5% de degrada¢ao nas mesmas condigdes
(SHISHOO et al., 1999). Mediante isso, sdo necessarias novas formulagdes farmacéuticas de
antibioticos para a tuberculose com atividade prolongada e melhores propriedades (GAO et al.,
2016).

Sao intmeras as pesquisas para o desenvolvimento de novos medicamentos para
tratar a tuberculose, enquanto essas pesquisas estdo em andamento, surgem tentativas de
aumentar a eficacia dos medicamentos ja existentes (AITIPAMULA et al., 2013). Entdo, torna-
se de fundamental importancia o estudo do comportamento da isoniazida cristalizada em
liquidos i6nicos. No Topico 2.4 serd abordado o conceito de IFAs e os tipos de modificagdes

cristalinas.

2.4 Insumos farmacéuticos ativos e modificacées cristalinas

Os soélidos farmacéuticos podem se apresentar em distintas formas so6lidas e cada
umas dessas formas podem exibir propriedades fisico-quimicas nicas, como por exemplo a
morfologia, biodisponibilidade, dissolucao e estabilidade.

Mediante isso, nos subtopicos 2.4.1, 2.4.2 e 2.4.3 serdo abordados o conceito de
insumos farmacéuticos ativos, os tipos de solidos farmacéuticos existentes e cristalizagdo de

IFAs, respectivamente.
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2.4.1 Insumos farmacéuticos ativos

Geralmente as formulagdes farmacéuticas industriais podem ser encontradas na
forma de comprimidos, capsulas e pos, constituidas de ingredientes farmacéuticos ativos (IFA)
e excipientes (ou mistura de excipientes), correspondentes a matriz do comprimido, ou a
solugdo em que o IFA estd suspenso, ou outro material que seja farmacologicamente inerte
(HONG; MANJUNATHA REDDY; NISHIYAMA, 2020). O IFA ¢ uma substancia quimica
ativa, farmaco, droga ou matéria-prima com agao farmacologica e finalidade medicamentosa,
ou seja, trata-se do principio ativo do medicamento (ANVISA, 2018).

Garantir a seguranca dos produtos farmacéuticos ¢ uma responsabilidade primordial
dos quimicos, engenheiros farmacéuticos e de quem esta envolvido em sua fabricagdo, sejam
os produtos destinados para fins comerciais ou para investigacao clinica (ROBINSON, 2010).
E requerida atengdo especial em relagio a qualidade e pureza das matérias-primas,
especialmente dos IFAs (ROBINSON, 2010). E notério ressaltar que uma substincia
medicamentosa contera uma série de compostos com baixo nivel de impurezas, oriundas, por
exemplo, de residuos de solventes e catalisadores, intermediarios ou produtos secundarios
gerados pelos processos sintéticos ou reagdes de degradacdo, com isso, precisam ser
identificadas e controladas dentro de limites rigidos (ANVISA, 2019; ROBINSON, 2010).

Geralmente a fase de desenvolvimento e otimizagao de qualquer produto do género
farmacéutico ¢ governada por farmacopeias (no caso de produtos bem estabelecidos) ou por
agéncia especifica (ALAM; KAUR; PORWAL, 2018).

Para tornar a formulag¢do estavel, o procedimento de avaliagdo deve ser
adequadamente justificado e controlado com eficiéncia. Portanto, parametros criticos de teste
de qualidade devem ser definidos com prioridade (ALAM; KAUR; PORWAL, 2018; SHUREN,
2006). Existe uma grande pressao sob as agéncias reguladoras para acelerar o desenvolvimento,
revisdo e aprovagdo de medicamentos para doencas graves (JOPPI et al., 2020).

Aproximadamente dois tercos dos IFAs sdo administrados em formas sélidas, tendo
em vista que a estrutura afeta fortemente a estabilidade, solubilidade e também a eficacia
(ZHAO et al., 2018). Com isso, os IFAs sdo frequentemente preparados em diferentes formas
solidas, com o intuito de identificar as formas mais adequadas para a formulagdao (ZHAO et al.,
2018). Cada forma farmacéutica apresenta propriedades unicas e que podem influenciar
expressivamente na biodisponibilidade, solubilidade, estabilidade, processo de manufatura,
purificacdo e outras caracteristicas de desempenho dos fairmacos (OLIVEIRA; LIMA, 2017;
PRADO; ROCHA, 2015).
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2.4.2 Tipos de solidos farmacéuticos

Dentro do campo farmacéutico, os IFAs podem existir numa variedade de formas
solidas distintas, dentre elas, solidos amorfos, polimorfos, solvatos, hidratos, sais e cocristais
(ANVISA, 2017).

Os s6lidos amorfos consistem em arranjos desordenados de moléculas do insumo
farmacéutico ativo que ndo possuem uma estrutura de cristal. O farmaco na sua forma amorfa
torna favoravel o aumento da solubilidade, tendo em vista que esse tipo de forma sdlida
apresenta elevada energia e uma maior area de superficie em contato com o meio que havera a
dissolucao (SOPHIE ISABELLE COELHO REY, 2017). Ja os polimorfos sao IFAs com mesma
formula molecular, no entanto, apresentam diferentes estruturas cristalinas (ANVISA, 2017;
GIONDA et al., 2018; SOPHIE ISABELLE COELHO REY, 2017).

A existéncia de IFAs altamente funcionais possibilita a varios modos de auto-
organizacdo, fazendo com que esse recurso ¢ a flexibilidade conformacional sejam as
principiais causas para a existéncia de polimorfismo de cristal (ALMARSSON;
ZAWOROTKO, 2004; FLEISCHMAN et al., 2003).

Os IFAs s3o por sua vez predispostos a auto-organizagdo € ao aumento da
possibilidade de rearranjo supramolecular, devido ao elevado numero de grupos funcionais
(ANDRE; TERESA, 2011; FLEISCHMAN et al., 2003). Contudo, o empacotamento de cristais
de IFAs proporciona uma menor previsibilidade quando comparados com produtos organicos,
devido ao fato de possuir varios caminhos para auto-organizacao, tornando-os predispostos a
exibir polimorfismo (FLEISCHMAN et al., 2003).

Os principais mecanismos pelos quais moléculas organicas podem se empacotar em
rede cristalina sdo os polimorfismos orientacionais e os conformacionais. Esse primeiro ocorre
quando mudangas no ordenamento das moléculas sdo responsaveis pela diferenca na estrutura
do solido (DINIZ, 2017). J&4 o polimorfismo conformacional ¢ obtido quando moléculas
conformacionalmente flexiveis podem se contorcer de tal forma que sdo capazes de se
empacotarem de diferentes formas na rede cristalina (DAS; ENGEL; BARBOUR, 2010;
DINIZ, 2017; NANGIA, 2008).

A solubilidade ¢ um das propriedades que mais ¢ afetada pelo polimorfismo, sendo
que este ¢ um fator determinante para a dissolucao e absor¢ao do fAirmaco, ¢ notorio ressaltar
que um so6lido farmacéutico, com boa solubilidade em determinada forma polimoérfica, pode
apresentar uma nova forma polimérfica, com reducdo na solubilidade ou até mesmo ausente,

resultando em perda de atividade biologica, ou com solubilidade aumentada, resultando em



31

toxicidade no organismo (ANTONIO, 2010; ANVISA, 2017). A ocorréncia de polimorfos pode
ocorrer na matéria prima (principio ativo), na produgdo e/ou no armazenamento do fairmaco
(ARAUJO GLB et al., 2012).

Os IFAs podem ser ainda pseudopolimorfos, que sao complexos moleculares com
moléculas de solventes/agua agregados a sua estrutura cristalina (NIE; MO; BYRN, 2018). Os
solventes tem a capacidade de se associar com o sélido cristalino de diversas maneiras, podendo
ligar tanto a superficie, quanto a rede do solido por meio de interagdes intermoleculares, sejam
elas ligagdes de hidrogénio, van der Walls ou dipolo-dipolo, podendo ser fisicamente
aprisionado pelo cristal em crescimento ou ainda ser absorvido por regides desordenadas do
cristal (ANVISA, 2017).

A 4gua ¢ uma molécula pequena e com alta capacidade de ligacdo de hidrogénio,
podendo entdo fazer parte da estrutura cristalina do principio ativo, este tipo de
pseudopolimorfismo recebe o nome de hidrato, assim, quando solventes sdo incorporados a
estrutura cristalina do principio ativo, esse tipo de pseudopolimorfismo denomina-se solvato
(PROHENS; PUIGJANER, 2007; SEVILLANO, 2019).

As propriedades fisico-quimicas de um dado composto que apresenta diferentes
polimorfos, preconizam sua aplicabilidade como, também, os beneficios propostos pelo IFA,
sendo elas: solubilidade, perfil de dissoluc¢dao, ponto de fusdo, fluidez, espectro molecular,
dureza, cristalinidade, cor, estabilidade, higroscopicidade, ponto de ebulicao, indice de refragao,
densidade, volume, condutividade elétrica ou térmica, difragdo de raio X, estabilidade quimica
e reacdes no estado so6lido (NARDINO, 2018; VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT, 2001).

Tém-se ainda os cristais do tipo multicomponente (ou seja, um cocristal ou sal), que
para a sua formacao deve haver algum tipo de interagdo entre as moléculas ou ions que compde
o cristal. Essas interacdes devem ser ndo covalentes e, portanto, supramoleculares (BERRY;
STEED, 2017).

Com o intuito de melhorar as propriedades fisico-quimicas dos IFAs como a
biodisponibilidade, solubilidade e estabilidade surgiram pesquisas na formagdao de sais e
cocristais farmacéuticos, visando melhorar tais propriedades no estado solido sem alterar o
comportamento terapéutico (DELLING, 2016).

Um sal ¢ obtido a partir de uma reacao acida entre um IFA e uma substancia com
carater acido ou basico (IWATA; KARASHIMA; IKEDA, 2017), na qual ocorre uma
transferéncia de cargas entre o IFA e o 4cido ou base incorporado a unidade constituinte do

cristal, ou seja, ha a transferéncia de um préton (H') de um 4cido para uma base, sendo essa
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transferéncia de cargas que caracteriza a formagdo de um sal (ANVISA, 2017; IWATA;
KARASHIMA; IKEDA, 2017).

Tem-se datado que o primeiro cocristal foi relatado em 1844 pelo quimico alemao
Friedrich Woéhler, que formou um cocristal de quinona e hidroquinona, porém, o termo foi
criado por MT Etter et al. em 1992 (ROSS; LAMPROU; DOUROUMIS, 2016). Diante dessa
descoberta, surgiu o conceito de cocristais, que sdo materiais monofasicos cristalinos neutros
compostos por dois ou mais compostos moleculares e/ou idnicos diferentes, geralmente em uma
razao estequiométrica que nao sao solvatos e nem sais simples (KARIMI-JAFARI et al., 2018).

Os guias da Food and Drug Administration (FDA) definem cocristais como sendo
materiais cristalinos compostos de duas ou mais moléculas diferentes, tipicamente farmacos e
formadores de cocristal ("coformadores"), na mesma estrutura cristalina (ANVISA, 2017). A
principal diferenca entre cocristais € sais esta na posi¢do do proton, em que nos sais o proton
esta completamente transferido, ja nos cocristais seus componentes estdo em um estado neutro
e ndo interagem ionicamente (ANVISA, 2017; DELLING, 2016).

Com a expansdo das pesquisas em relacdo a cocristais, surgiram as mais diversas
areas de aplicacao com intuito de melhoria de propriedades fisicas, que sao elas: a melhoria na
solubilidade, estabilidade, biodisponibilidade, ponto de fusdo, propriedades mecanicas e como
também em mascaramento de sabor (KARIMI-JAFARI et al., 2018).

E bem estabelecido na literatura a possibilidade de predizer a formagio do sal ou
cocristal e uma das formas utilizada ¢ “a regra do pKa”, que estipula que quando a diferenca de
unidades de pKa (ApKa) entre uma base e um acido, ou seja, ApKa = pKa (4cido) - pKa (base),
na reagdo quimica for maior que trés, resulta na formacdo de um sal (DINIZ, 2017;
LEMMERER et al., 2015; RAHEEM THAYYIL et al., 2020; ROCHA, A. B. O. et al., 2016).
Contudo, se essa mesma diferenga assumir valores menores ou iguais a zero, poderd ser
formado um cocristal como produto da reacdo, se o ApKa estiver entre o intervalo de 0 a 3,
pode-se formar sais ou cocristais, ficando imprescindivel a utilizacdo de outras andlises para
confirmar a natureza quimica do produto formado (DINIZ, 2017, LEMMERER et al., 2015;
RAHEEM THAYYIL et al., 2020; ROCHA, A. B. O. et al., 2016).

A morfologia do cristal desempenha um papel crucial na modulacdo das
propriedades fisicas e quimicas dos materiais relevantes para a industria farmacéutica (HAN et
al.,2019). Sabendo que a etapa de cristalizagdo ¢ importante no desenvolvimento de um IFA,

no proximo topico serd abordado os conceitos e influéncias da cristalizagao.



33

2.4.3 Cristalizacdo de I1FAs

A cristalizagdo ¢ um processo que permite a formagdo e purificagdo de muitos
ingredientes farmacéuticos ativos promovendo particulas sélidas com a morfologia desejada,
forma e pureza de cristais, que sdo cruciais para o controle das propriedades fisico-quimicas de
um composto (JONES; BIMBO, 2020). Propriedades moleculares especificas (polimorfismo)
e particuladas (hébito do cristal e o tamanho de particula) de produtos farmacéuticos podem ser
obtidas a partir da cristalizagdo controlada (LEMANOWICZ et al., 2021).

Essas propriedades moleculares e particuladas governam a capacidade de
fabricacdo, estabilidade e desempenho biofarmacéutico dos medicamentos (LEMANOWICZ
etal.,2021). E possivel mudar a forma externa de um cristal, ou seja, o habito do cristal, que ¢
consequéncia da taxa na qual as faces crescem (EL-ZHRY EL-YAFI; EL-ZEIN, 2014). As
mudang¢as no empacotamento interno geralmente fornecem uma variagdo facilmente
distinguivel no habito do cristal (EL-ZHRY EL-YAFI; EL-ZEIN, 2014).

A cristalizagdo ¢ altamente sensivel as condigdes do processo, tais como a
temperatura, nivel de supersaturagdo, contaminagdo, vibragdes ou agitacio (ARTUSIO;
PISANO, 2018) e ao tipo de solvente utilizado. Uma pequena variagdo em apenas uma dessas
condig¢des pode ocasionar propriedades fisico-quimicas diferentes do produto final (ARTUSIO;
PISANO, 2018). Com isso, o habito do cristal, a morfologia descontrolada de cristais ou
mudangas indesejadas entre formas polimoérficas sdo algumas das questdes mais preocupantes
da industria farmacéutica (ARTUSIO; PISANO, 2018). Tais efeitos acarretam em distribui¢ao
nao homogénea de medicamentos na forma de dosagem, o que afeta a uniformidade do sistema,
bem como, a cinética de liberacdo de medicamentos e a estabilidade fisica durante o
armazenamento (SEIF; FRANZEN; WINDBERGS, 2015; SHEKUNOV; YORK, 2000).

A Tabela 1 apresenta algumas caracteristicas consideradas importantes de

administracao de medicamentos no estado solido que sdo afetadas pela cristalizagao.
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Tabela 1 — Algumas das propriedades no estado sélido modificadas pelo processo de

cristalizacéo.

Propriedades do estado sélido

Efeito na substancia e/ou medicamento

Estrutural

Cristalinidade (existéncia de formas amorfas
e semicristalinas)

Estabilidade fisica e quimica.

Polimorfos Umidade relativa (%) - higroscopicidade.
Solvatos (hidratos) Perfil de solubilidade e taxa de dissolucéo.
Sais Todos os aspectos do processamento.
Defeitos no cristal

Dimensional

Distribuicéo de tamanho de particula

Morfologia de particulas
Estrutura da superficie das particulas

Comportamento do processamento:
densidade aparente, aglomeracéo,
fluxo/reologia, compactacéo

Permeabilidade de particulas (adsorcéo de
particulas);

Biodisponibilidade (absorcéo do
medicamento);

Consisténcia e uniformidade da forma de
dosagem.

Quimico

Impurezas organicas e inorganicas,
solventes residuais e produtos de
decomposigéo.

Formas quirais e separacao quiral.
Esterilidade (limites microbianos).

Toxicidade.

Estabilidade quimica, fisica e
enantiomeérica.

Mecanico

Transi¢cdes quebradicas/ducteis, tenséo de
fratura, relaxamento de tenséo / tenséo,
pressdo de escoamento, madulo de Young.

Comportamento de fresagem e compressao.

Elétrico

Distribuicdo de carga eletrostatica

Propriedades de aglomeracao e fluxo.

Fonte: Shekunov eYork (2000).

Existem diversos métodos que podem ser utilizados para a obtencao de diferentes

formas cristalinas, como cristalizacdo a partir da fusdo, sublimagao, cristalizagdo a partir de um

solvente ou de uma mistura de solventes, alteracdo do pH da solucdo, adi¢do ou presenga de

aditivos, secagem, moagem, dentre outros (PRADO; ROCHA, 2015).

A técnica de cristalizag@o da isoniazida utilizada nessa tese foi por evaporacao do

solvente e baseia-se na indu¢do da saturagdo da solugdo pela evaporacdo do solvente, até que o

soluto (isoniazida) cristalize. Nessa solu¢do foi adicionada uma quantidade equimolar de

liquido i6nicos afim de observar a influéncia na cristalizacdo da isoniazida.
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2.5 Isoniazida: estratégias encontradas na literatura que visam seu aperfeicoamento

A isoniazida ¢ considerada um reagente supramolecular muito util para sintetizar
novas estruturas supramoleculares, devido ao anel piridinico € o grupo carbohidrazida da
isoniazida atuarem como aceitadores de ligagdes de hidrogénio para acidos carboxilicos na
forma de atomos de O e N e doadores na forma de trés dtomos de H, respectivamente (BABU
etal.,2013; MASHHADI et al., 2016).

Aitipamula et al. (2013) estudaram a formagao de polimorfos e cocristais a partir
de coformadores farmaceuticamente aceitaveis, como a nicotinamida, acido 4-hidroxibenzdico,
acido fumarico e 4cido succinico. Nos ensaios de solubilidade e dissolugdo, o cocristal INH-
NA-SA (isoniazida com nicotinamida e acido succinico) apresentou maior solubilidade e a taxa
de dissolugdo é comparavel a isoniazida padrao. Todos os outros cocristais obtidos nesse estudo
se dissolveram mais lentamente e a solubilidade de equilibrio foram menor que a solubilidade
da INH padrao (AITIPAMULA et al., 2013).

Babu et al. (2013) sintetizaram cocristais de isoniazida com conformadores que
possuem um grupo funcional de 4cido carboxilico, no caso, o metil-parabeno (BABU et al.,
2013).

Outros novos cocristais desse medicamento antituberculose foram propostos por
Diniz ef al. (2018a) com 4cidos carboxilicos aromaticos, como o 4cido p-nitrobenzoico, acido
p-cianobenzdico e dcido p-aminobenzdico, e os autores observaram que a formagao do cocristal
¢ principalmente impulsionada pelos sintons formados pelas por¢des piridina e hidrazida
(DINIZ et al., 2018b). Esse termo sinton supramolecular foi introduzido por Corey em 1967 ¢
mais tarde designado por Desijaru 1995 como "unidade estrutural dentro das supermoléculas
que pode ser formada e/ou montadas por operagdes sintéticas conhecidas envolvendo interagdes
intermoleculares" (DESIRAJU, 1995; SANDHU et al., 2021).

Verificou-se a formag¢do de dois polimorfos de isoniazida com o acido p-
aminobenzodico, no qual os grupos acidos COOH sao ligados por ligacdes de hidrogénio aos
grupos piridina e hidrazida, dando origens aos heterosintons de éacido / piridina e acido /
hidrazida (DINIZ et al., 2018b). J& os cocristais obtidos de isoniazida com p-cianobenzoico e
isoniazida com p-nitrobenzdico, os grupos acidos COOH sao relacionados apenas a fragao
piridina (DINIZ et al., 2018b).

Com o objetivo de expandir a possibilidade de sintons supramoleculares da

isoniazida, a formacdo de sais com acido oxalico, acido maleico e acido metanossulfonico,
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exibindo estruturas estabilizadas pelas interagdes N-H~-O, C-H"O e mn também foram
estudadas por Diniz ef al. (DINIZ et al., 2018a).

Bhat et al. 2016 sintetizaram cocristal a partir de uma mistura equimolar de
isoniazida com piridina-4-carbohidrazida e isotiocianato de p-clorofenilo, a formacao do
cocristal foi confirmada por raios X por monocristal.

Danylyuk et al. (2015) demonstraram o papel do solvente na cocristalizagdo da
droga anti-tuberculose isoniazida com hospedeiro p-sulfonato calix[4]areno C4S
(DANYLYUK et al., 2015). Ja Gao et al. (2016) investigaram a sintese de um novo complexo
supramolecular hospedeiro-hdspede da isoniazida com a,a’,d,0-tetramethyl-cucurbit[6]uril
(TMeQ[6]) (GAO et al., 2016).

Dragostin et al. (2019) estudaram a reacdo de condensag¢do entre a isoniazida e trés
tipos de benzaldeidos aromaticos, como o benzaldeido, 2-nitro-benzaldeido e 4-bromo-
benzaldeido (DRAGOSTIN et al., 2019). Kamalakaran (2018) relatou a formacao de um sal
(com acido y-resorcilico) e dois cocristais (com floroglucinol e acido galico) de isoniazida
(KAMALAKARAN, 2018). Estudos relataram também a sintese de duas formas de cocristais
de isoniazida com &cido galico, obtidas por evaporacdo lenta da mistura 1:1 molar dos dois
componentes em solu¢cdo de metanol:agua e etanol:agua (KAUR et al., 2014).

Outros pesquisadores que também analisaram a sintese de cocristais com acido
galico e outros tipos de acidos hidroxibenzoicos como o acido 2,3-dihidroxibenzoico, acido
3,5-dihidroxibenzoico e 4cido 3-hidroxibenzodico foram Mashhadi ef al. (2014). Na analise da
estrutura do cocristal, foi confirmada a existéncia de sinton piridina — acido carboxilico nos
cocristais de isoniazida com dacido galico, acido 2,3-dihidroxibenzdico e dacido 3-
hidroxibenzoico e sinton piridina — grupo hidroxila em cocristal obtido a partir de acido 3,5-
dihidroxibenzéico (MASHHADI et al., 2014).

Mashadi e colaboradoes (2016) relataram ainda a sintese de cocristal de isoniazida,
utilizando dessa vez o 4cido protocatectiico (4cido 3,4-dihidroxibenzoico). A analise da
estrutura do cocristal confirmou a existéncia de sinton de piridina - 4cido carboxilico, com a
utiliza¢do desse agente antioxidante o cocristal obtido apresentou estabilidade melhorada numa
atmosfera a 80 °C por um periodo de 24 horas, quando comparado com a isoniazida padrao
(MASHHADI et al., 2016).

Melo et al. (2016) analisaram a formacao de novos sais de isoniazida com &cidos
inorganicos, os acidos hidrobromidrico, nitrico e sulfurico, e eles observaram que a reacao de
isoniazida com &cido sulfurico d& origem a duas formas, um sal de sulfato de isoniazida e sal

de sulfato de isoniazida hemi-hidratado. Nas formas de sulfato, os cations aparecem cercados
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pelos anions, sendo conectados a eles através de seus grupos piridinio e hidrazida (MELO et
al., 2016). O perfil térmico demonstrou-se distinto da isoniazida, apresentando temperatura de
fusdo de 203-205 °C para o sulfato de isoniazida (sulfato de 2-(4-piridiniocarbonil)hidrazina)
(MELO et al., 2016).

Sais e cocristais de isoniazida também foram sintetizados utilizando acido 2,5-
dihidroxibenzoico, acido 2,6-, dihidroxibenzoico, acido 3-aminobenzodico e acido o-ftalico
(ORUGANTI et al., 2016).

O nivel de degradacdo da isoniazida depende das condi¢des de armazenamento e
composi¢ao da formulacdo, com o intuito de aumentar a sua estabilidade, Sarcevica et al. (2013)
propuseram a formagao de cocristais utilizando 4cido benzoico, 4cido sebacico, acido subérico
e acido cinamico (SARCEVICA et al., 2013). No estudo, os cocristais de isoniazida com acido
benzoico ¢ isoniazida com dacido malonico se decompdem apds 2 e¢ 4 semanas de
armazenamento, respectivamente. Ja os obtidos com d4cido cindmico e outros acidos
dicarboxilicos sdo estaveis por longos periodos a 30 °C e 75% de umidade relativa
(SARCEVICA et al., 2013).

Existem trabalhos ainda que utilizam isoniazida como conformador, com a
finalidade de aumentar a solubilidade em agua ou tampdes que simulem os fluidos gastricos
simulado de um medicamento pouco soltvel. Por exemplo, como estudado por Pessoa et al.
(2019), que utilizaram a técnica de gas anti-solvente para a sintese de cocristais de resveratrol,
utilizando a isoniazida e nicotinamida como seus coformadores (PESSOA et al., 2019).

No trabalho de Sevukarajan ef al. (2011), a inser¢do de acido L (+) tartdrico na
1soniazida formou complexos moleculares, que foi comprovado pela analise de FT-IR. Contudo,
a caracterizacdo farmacéutica mostrou que o complexo formado apresentou menor atividade
antitubercular quando comparada a isoniazida padrdo (SEVUKARAJAN et al., 2011).

Han et al. (2019) propuseram a formagao de cristais de isoniazida em diferentes
tipos de solventes usando a técnica de cristalizacdo (HAN et al., 2019). Diferentemente dos
trabalhos ja supracitados nesse topico, Han et al. ndo usaram conformadores, ou seja, nao
obtiveram cocristais ou sais, eles observaram o crescimento da isoniazida nos solventes. Foi
observado que em agua, os cristais crescem em forma de agulha enquanto em é4lcoois como
metanol, etanol e isopropanol, os cristais se apresentam em forma de bastao (HAN ez al., 2019).

Alguns fatores podem ser influenciados pela morfologia do cristal, que sdo eles a
densidade, fluidez e compressibilidade de uma droga, podendo afetar assim o processamento a

jusante, como armazenamento, moagem e comprimidos, bem como a biodisponibilidade dos
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produtos finais (HAN et al., 2019). Geralmente, o crescimento do cristal ¢ governado por
fatores termodinamicos e cinéticos (HAN et al., 2019).

E notério ressaltar que a gama de solventes disponiveis para a cristalizagdo &
limitada e as propriedades do solvente nem sempre sdo ideais para um determinado processo
(SMITH, 2015). Além disso, o uso de solventes em grande quantidade tem um impacto,
ambiental e no custo, significativo no processo (SMITH, 2015).

A substitui¢ao de solventes nocivos e volateis que sao tradicionalmente utilizados
em processos industriais ¢ um tema que tem gerado grande interesse nos ultimos anos
(HEJAZIFAR; LANARIDI; BICA-SCHRODER, 2020).

Diante desse cenario, surge também a possibilidade de utilizar liquidos i6nicos na

cristalizacao de novas substancias e formulagoes.

2.5.1 Solubilidade da isoniazida em liquidos iénicos

Para selecionar o solvente apropriado e projetar a técnica de cristalizag¢do ideal da
isoniazida ¢ de suma importancia a determinacao sistematica de dados fisico-quimicos, como
solubilidade e entalpia de dissolu¢do em diferentes sistemas de solventes (HAN et al., 2019).
Estudos da triagem de solventes sdo essenciais para otimizar caracteristicas fundamentais de
compostos farmacéuticos (solubilidade, polimorfismo, cristalinidade e habito cristalino).

Conseguir eficiente solubilidade de isoniazida em solventes alternativos, como o
liquido i6nico, pode abrir novas perspectivas no processamento farmacéutico, por serem mais
vantajosos que os solventes convencionais em termos de volatilidade, inflamabilidade e além
do que podem abrir novas possibilidades (FORTE ef al., 2012). Liquidos i6nicos tém
comprovado aplicagdes sustentdveis em reagdes e separacdes, principalmente devido as
propriedades serem ajustdveis, como estabilidade térmica e alto poder de solvente (FARIA;
BOGEL-LUKASIK, 2015; FORTE et al., 2012).

Diante das amplas aplicagdes dos LIs, principalmente como substitutos de solventes
tradicionais em processos industriais, muitas vezes toxicos, inflamaveis e altamente volateis,
os LIs foram considerados em 2003 “solventes do futuro” (FORTE et al., 2012; GREER;
JACQUEMIN; HARDACRE, 2020). Além disso, os liquidos 16nicos sdo promissores na area
farmaceéutica, devido a sua grande versatilidade em termos de desenho de estruturas quimicas
voltadas para uma aplicagdo alvo (PEDRO et al., 2020).

Dados de solubilidade de isoniazida em liquidos i6nicos ainda sdo muito limitados.

Um grupo de pesquisa estudou a solubilidade de isoniazida em liquidos i6nicos comerciais
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baseados em imidazolio, como o: 1-etil-3-metimidazdlio bis(trifluorometilsufonil)-imidato; 1-
butil-3-metimidazdlio bis(trifluorometilsufonil)-imidato; 1-hexil-3-metimidazolio
bis(trifluorometilsufonil)-imidato; 1-metil-3-octilimidazoélio bis(trifluorometilsufonil)-
imidato;  I-decil-3-metilimidazélio  bis(trifluorometilsufonil)-imidato e  1-decil-3-
metilimidazolio bis(trifluorometanosulfonato) (FORTE et al., 2012). E liquidos i6nicos de
amina, como: nitrato de  didecildimetilamina;  etil(2-hidroxietil)-dimetilamina
bis(trifluorometilsufonil)-imidato e nitrato de (benzil)-dimetilalquilamina.

Diante disso, esse trabalho surge como inovador no estudo do comportamento de
liquidos i6nicos obtidos a partir do cétion colina e monoetanolamina na cristalizacdo da

isoniazida, além do estudo da interagdo isoniazida:liquido i6nico.
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3 MATERIAL E METODOS

O material e métodos deste trabalho esta dividido na sintese e caracterizagao dos
liquidos 16nicos estudados (Topicos 3.1 a 3.5), sintese e caracterizagao das formas LI:INH
(Topicos 3.6 a 3.7), estudo da solubilidade no equilibrio (Topico 3.8), estabilidade em atmosfera

acelerada (Topico 3.9) e atividade antimicobacteriana (Topico 3.10).

3.1 Escolha dos acidos e bases para sintese dos liquidos ionicos

Nesta tese, buscou-se utilizar acidos e bases afirmados como GRAS (Generally
Recognized as Safe) para sintetizar os liquidos i6nicos, sendo estes: acido sulfurico, acido
acético, acido benzoico, acido citrico e cloreto de colina. Também, teve-se o cuidado de
verificar se sdo caracterizados como aditivos alimentares regulamentados pelo FAA (Food

Additives Amendment), como € o caso da monoetanolamina.

3.2 Sintese dos liquidos ionicos obtidos a partir do cation colina

3.2.1 Sintese do liquido ionico hidroxido de colina [ChOH]

A sintese do hidroxido de colina foi conduzida pela rea¢do do cloreto de colina com
hidroxido de potéssio, de acordo com Fan et al. (2013) com algumas modifica¢des. O liquido
16nico hidroxido de (2-hidroxietil)-trimetilamonio, ou hidréoxido de colina [ChOH], foi
produzido através da reagdo equimolar de 0,82 mol (108,74 g) de cloreto de colina com 0,82
mol (46,28) de hidroxido de potassio. Os reagentes foram diluidos separadamente em etanol
99,5% (v/v), adicionados a um reator de vidro (volume reacional de 1 L), equipado com agitador
mecanico e conectado a um banho termostatico. A reacao foi conduzida a 60 °C, 600 rpm por
24 horas.

Ap0s 24 horas, a solucdo foi filtrada a vacuo utilizando um filtro Millipore e uma
membrana de politetrafluoretileno (PTFE) com 0,45 pm de porosidade a temperatura ambiente
(25 °C). O procedimento de filtracao foi repetido por trés vezes, visando remover totalmente o
KCl formado. Apo6s a filtracao, a mistura foi submetida ao processo de evaporacao a vacuo a
60 °C por 24 h utilizando evaporador rotativo (QUIMIS, modelo Q344B2).

O produto formado, apds secagem, foi armazenado em vidro ambar e

acondicionado na geladeira para posterior utilizagdo. Para ser utilizado, tendo em vista que
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possivelmente ganhou umidade, o [ChOH] foi seco novamente seguindo o mesmo
procedimento (60 °C/ 24 h).

Na Figura 5 ¢ demonstrada a reacdo de sintese do liquido i6nico [ChOH].

Figura 5 — Reacdo de sintese do liquido i6nico hidroxido de colina [ChOH].

OH § OH
CI™+ KOH —= [/ITIV\/
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[ N HO + KCI
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

O aparato experimental para a sintese do liquido 16nico hidréxido de colina pode

ser observado na Figura 6.

Figura 6 — Aparato experimental na producdo do liquido idnico hidroxido de colina

[ChOH].

Fonte: elaborada pela autora (2021).

Os liquidos i6nicos relatados nos topicos 3.2.2-3.2.5 foram sintetizados utilizando

o hidréxido de colina.
3.2.2 Sintese do liquido ionico benzoato de colina [ChBenz]
A sintese do liquido 16nico benzoato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio, ou benzoato

de colina [ChBenz] foi adaptada da sintese citada por Moriel et al. (2010). A metodologia
consistiu em reagir 0,1 mol (12,12 g) do hidréxido de colina e 0,1 mol (12,21 g) do acido
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benzoico com agitagdo constante (150 rpm) durante 24 h a 25 °C. A reagdo foi conduzida em
um baldo de trés furos, acoplado a um banho termostatico e termdmetro.

Ao término do tempo reacional, a mistura foi evaporada a vacuo a 60 °C por 24 h,
utilizando um evaporador rotativo (QUIMIS, modelo Q344B2). A fim de remover possiveis
impurezas foi realizada uma etapa de purificagdo, utilizando-se metanol a quente para
solubilizagdo e carvdo ativado para adsor¢do das particulas. Posteriormente, a solugdo foi
filtrada a vacuo utilizando uma membrana politetrafluoretileno (PTFE) com 0,45 um de
porosidade e submetida a processo de evaporagdo a vacuo a 60 °C por 24 h utilizando

evaporador rotativo (QUIMIS, modelo Q344B2).

3.2.3 Sintese do liquido ionico acetato de colina [ChAcet]

O liquido i6nico acetato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio, ou acetato de colina
[ChAc] foi sintetizado a partir de uma mistura equimolar de acido acético e hidréxido de colina
em baldo de trés bocas, equipado a um condensador, termometro ¢ um funil de destilagdo.
Primeiramente, adicionou-se 0,1 mol (12,12 g) de hidroxido de colina num baldo de trés bocas
de 200 mL e posteriormente acrescido de 0,1 mol (6,02 g) de acido acético 99,7% v/v foi
gotejado lentamente com o auxilio de um funil de destilagdo. A solucao foi mantida sob agitagao
vigorosa por 24 h. Apo6s, o liquido i6nico obtido foi submetido ao processo de evaporagdo a
vacuo a 60 °C por 24 h utilizando evaporador rotativo (QUIMIS, modelo Q344B2). O liquido

10nico foi armazenado em vidro ambar para posterior uso.

3.2.4 Sintese do liquido iénico citrato de colina [ChCit]

A sintese do liquido i6nico citrato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio ou citrato de
colina [ChCit] foi a partir da reagdo equimolar de acido citrico 99,5% v/v e hidroxido de colina,
conduzida em um baldo de trés bocas, equipado a um condensador, termometro e funil de
destilacdo. Inicialmente, dissolveu-se 0,0434 mol (8,39 g) de acido citrico 99,5% em 40 mL de
agua deionizada. Essa solugdo foi gotejada lentamente a 0,0434 mol (5,27 g) de hidréxido de
colina e posteriormente, mantida sob agitagao vigorosa por 24 h. Apos este periodo, a secagem
e armazenamento do LI foram conduzidos de forma analoga aos demais liquidos i6nicos

sintetizados (Topicos 3.2.1 a 3.2.3).
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3.2.5 Sintese do liquido iénico bissulfato de colina [ChBis]

A metodologia de sintese desse liquido i6nico foi baseada no estudo de Kim et al.
(2010), com algumas modificagdes.

Primeiramente foi sintetizado o LI [ChBis] utilizando o acido sulftrico
concentrado, observando-se que a reacdo foi muito exotérmica, promoveu-se a sintese
utilizando 4cido sulfurico diluido. Os liquidos idnicos bissulfato de (2-hidroxietil)-
trimetilamdnio foram denominados: bissulfato de colina (100%) - [ChBis](100%) e bissulfato
de colina (50%) - [ChBis](50%) obtidos a partir da reacdo do hidréxido de colina com dacido
sulfurico 98% (v/v) ou 50% (v/v), respectivamente.

Sintese 1: Para o liquido i6nico obtido a partir da reagdo com acido sulfurico 98%
(v/v), [ChBis](100%), foi gotejado lentamente 0,2 mol do acido (20,02 g) a 0,2 mol (24,23 g)
do hidréxido de colina e agitado (150 rpm) por 24 h. Devido a reacdo ser muito exotérmica,
além do condensador ja acoplado ao baldo, o baldo foi mantido em um banho de gelo.

Sintese 2: Para o liquido i6nico obtido a partir da reagdo com 4cido sulftrico 50%
(v/v), [ChBis](50%), foi gotejado lentamente 0,2 mol (39,23 g) do acido sulfruico 50% a 0,2
mol (24,23 g) do hidréxido de colina. Os procedimentos foram realizados de forma analoga ao
da sintese do LI [ChBis](100%).

Em ambas as sinteses, apos 24 h de agitagdo, os liquidos i6nicos foram lavados com
13,6 mL de acetato de etila, com posterior secagem no sistema de evapora¢ao a vacuo a 60 °C
por 24 h. A Figura 6 apresenta um fluxograma de sintese dos liquidos i6nicos relatados nesse

Topico (3.2).
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Figura 6 — Esquema representativo das sinteses dos liquidos idnicos: benzoato de colina -
[ChBenz], acetato de colina - [ChAcet], citrato de colina - [ChCit], bissulfato de colina (50%)
- [ChBis](50%) e bissulfato de colina (100%) - [ChBis](100%).
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

3.3 Sintese dos liquidos idnicos obtidos a partir do cation monoetanolamina

Os liquidos 16nicos obtidos nesse topico, acetato de 2-hidroxi-etilamonio (2-

HEAA) e formiato de 2-hidroxi-etilamonio (2-HEAF), foram sintetizados utilizando como
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cation a monoetanolamina por uma reacdo de neutralizacdo acido-base, descritas nos topicos

33.1e3.3.2.

3.3.1 Sintese do liquido ionico acetato de 2-hidroxi-etilamonio (2-HEAA)

O liquido i6nico acetato de 2-hidroxi-etilamonio (2-HEAA) foi obtido a partir de
uma reacao equimolar do acido acético e da base monoetanolamina, de acordo com metodologia
descrita por Reis et al. (2017). Adicionou-se 0,5 mol da monoetanolamina (30,54 g) em um
baldo de trés bocas, equipado com um condensador de refluxo e um termdmetro e foi acrescido
lentamente de 0,5 mol de acido acético (30,02 g) com o auxilio de um funil. O sistema foi
mantido em agitacdo (150 rpm) a 35 °C por 24 h. O liquido i6nico foi submetido ao processo
de evaporacdo a véacuo a 60 °C por 24 h utilizando evaporador rotativo (QUIMIS, modelo
Q344B2) e armazenado a temperatura ambiente (aproximadamente 28 °C) em frasco ambar

para posterior uso.

3.3.2 Sintese do liquido ionico formiato de 2-hidroxi-etilaménio (2-HEAF)

O liquido i6nico formiato 2-hidroxi-etilamonio (2-HEAF) foi sintetizado de forma
similar ao 2-HEAA, e obtido a partir de uma mistura equimolar do 4cido férmico e da base
monoetanolamina, seguindo o protocolo de Rodrigues et al., 2020. Na reagdo, 0,5 mol de
monoetanolamina (30,54 g) foi adicionado em um baldo de trés bocas, equipado com um
condensador de refluxo e um termdémetro. E 0,5 mol de acido féormico (27,08 g) foi adicionado
gota a gota a monoetanolamina, o sistema foi mantido em agitacdo a 35 °C por 24 h. O
armazenamento e secagem foi seguindo o mesmo protocolo do LI 2-HEAA.

A Figura 7 apresenta um esquema que ilustra as etapas realizadas nas sinteses dos

liquidos i0nicos relatados nesse topico 3.3.
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Figura 7 — Esquema representativo das sinteses dos
liquidos ibnicos: acetato de 2-hidroxi-etilaménio -
2-HEAA e formiato de 2-hidroxi-etilamonio - 2-
HEAF.

.+ Acido acético : .+ Acido formico :
Monoetanolamina *" Monoetanolamina

150 rpm / 24h
25°C

i 3

Secagem
60 °C/24h

| LI2-HEAA [ LI2-HEAF

Fonte: elaborada pela autora (2021).

Na Figura 8 pode ser observado o aparato experimental utilizado na sintese dos

liquidos i6nicos 2-HEAA e 2-HEAF.

Figura 8 — Aparato experimental na produgao dos liquidos idnicos 2-

HEAA e 2-HEAF.

Fonte: elaborada pela autora (2021).
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3.4 Caracterizacao dos liquidos ionicos

Visando averiguar a qualidade dos liquidos i6nicos produzidos e devido a limitagao
de dados encontrados na literatura, analisou-se a densidade e viscosidade dos LIs obtidos e

foram feitas ainda analises de FT-IR, RMN 'H e '*C e toxicidade aguda frente a Artemia salina.

3.4.1 Densidade, viscosidade e teor de agua dos liquidos ionicos

A densidade e viscosidade dos liquidos i6nicos sintetizados nesse trabalho foram
mensuradas utilizando um densimetro (Anton Paar /DAS-5000) e um viscosimetro digital
(SVM 3000 — Anton Paar), em que foi injetada uma amostra de 5 mL do liquido i6nico para
cada analise. O pH do LI foi analisado utilizando papel de pH. Para a determinacao do teor de
agua foi utilizado um titulador automatico Karl Fischer Coulométrico (Metrohm, modelo

titrino).

3.4.2 FT-IR dos liquidos ionicos sintetizados

As analises de FT-IR foram realizadas em um espectrometro de infravermelho por
Transformada de Fourier utilizando um equipamento Cary 630 da Agilent Technologies, que
possibilita andlises de solidos e liquidos. As amostras foram inseridas diretamente no
espectrometro com auxilio de uma pipeta Pasteur. Os espectros de transmitincia foram
coletados nimero de onda na faixa de 650-4000 cm™', com resolugdo espectral de 1 cm™ e 32

scans.

3.4.3 Caracterizagdo por RMN de 'H e '3C dos liquidos ionicos

Utilizou-se das analises de RMN 'H e '>C para observar a formagdo dos liquidos
i0nicos sintetizados nesse trabalho, em que os espectros foram obtidos em um equipamento
Bruker (Avance DRX 500). Para avaliar a formac¢ao do liquido i6nico, foi analisada a mistura
fisica de ambos os compostos que dao origem ao LI (com propor¢ao equimolar do acido e da
base), sendo: cloreto de colina e hidréxido de potéssio, hidroxido de colina e acido sulfurico,
hidroxido de colina e acido benzoico, hidroxido de colina e acido acético, hidroxido de colina
e acido citrico, monoetanolamina e acido acético, ou monoetanolamina e acido formico, € os

liquidos i6nicos sintetizados. As amostras foram dissolvidas em 500 pL de dimetil-sulfoxido
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deuterado (DMSO-d6, Cambridge Isototope Laboratories) e analisadas em tubos de 5 mm
(Wilmad).

Os dados foram processados utilizando o programa VNMRJ ™ 4.0. Os
deslocamentos quimicos foram expressos em ppm e referenciados através do sinal do residuo

ndo deuterado do solvente 2,50 ('H).

3.5 Ensaio de toxicidade aguda dos liquidos ionicos com Artemia salina

Os ensaios de toxicidade dos liquidos i6nicos foram realizados de acordo com o
método descrito por Meyer et al. (1982) e Miguel et al. (2021) utilizando o microcrustaceo
Artemia salina. Primeiramente foi realizada a eclosdo dos cistos de Artemia salina, incubando-
se aproximadamente 0,2 g de cistos em 200 mL de 4gua do mar artificial (solucdo de 38 g/L de
sal marinho comercial, pH 8), por 48 h a 24 °C £ 2 °C, com aera¢ao e iluminacao constante. Os
nauplios eclodidos foram separados dos cistos ndo eclodidos com base em sua fototaxia
positiva.

O teste de toxicidade foi realizado em microplacas de 24 pogos e preparadas
concentragdes de 10, 100 e 1000 mg/L dos LIs [ChOH], [ChBis], [ChAc], [ChCit], 2-HEAA e
2-HEAF em agua do mar artificial, com volume final de 2 mL. A cada um dos pogos foi
adicionado 10 naupilos do microcustaceo e incubados por 24 h e 48 h. Apos este tempo, o
numero de microcrustaceos vivos e mortos foi contado, sendo consideradas como mortas as
Artemias salinas que permaneceram imoveis por mais de 10 segundos. Foram realizados
também dois ensaios nas mesmas condi¢des, apenas com agua do mar artificial (controle
negativo) e outro com dicromato de potassio 0,5 mol/L (controle positivo). Todo experimento
foi conduzido em triplicata. Nao foi realizado o ensaio de toxicidade aguda do LI [Ch][Benz]
pois houve a formagao de precipitado em agua.

As mudancas morfologicas e o acimulo de solu¢do de LI nos nauplios de Artemia
salina foram observados por microscopia eletronica de varredura e microscopia Otica
(microscopio Zeiss).

As Artemias salinas, ap6és 48 h submetidas as concentracdes de Lls, foram
transferidas para lamina de vidro e observadas em ampliagdo de 100 vezes no microscopio
optico. As imagens foram capturadas pela camera do microscopio, através do programa Zen 2.3
lite.

Para analise de MEV, as Artemias salinas foram colocadas em solucdo de fixador

Karnovsky modificado e deixadas em repouso por 3 horas. Posteriormente, lavadas com tampao
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cacodilato de sddio 0,05 M (trés vezes), desidratadas em série crescente de etanol (50, 70, 90,

100 % v/v) e feita a secagem no ponto critico (Ponto critico EMS 850). Por fim, as amostras

foram fixadas em stubs com fita de carbono, metalizadas (Quorum QT150ES) e analisadas em

MEYV (Quanta FEG 450) operado a 20 kV ¢ 0,7 torr.

Figura 9 — Fluxograma do ensaio de toxicidade dos liquidos i0nicos frente a Artemia salina.

Eclosio
Artemia salina

0,2 g cistos
200 ml 4gua do mar artificial

b

48h / 24°C/ aeragdo

‘ 10 Nauplios w
|

] [} ¥
Concentragio de LI Controle negativo (agua do Controle positivo (dicromato
24h e 48h mar artificial: 38g/L, pH 8) de potassio: 0,5mol/L)
(triplicata) (triplicata) (triplicata)

Contagem dos nauplios

!

Microscopia Optica

!

Fixador/
Tampio Cacodilato (3 vezes)/
Etanol (50, 70, 90,100%)

Secagem no ponto critico

!

MEV

Fonte: elaborada pela autora (2021).
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3.6 Cristaliza¢ao da isoniazida em liquidos ionicos (INH:LI)

Na cristalizagdo da isoniazida com liquidos i0nicos e isoniazida com dacidos
precursores dos liquidos i6nicos foi utilizado como solvente o etanol 70 % (v/v), aplicando a
técnica de evaporacdo lenta do solvente.

A cristalizagdo foi conduzida em Erlenmeyer de 250 mL, adicionando uma mistura
equimolar da isoniazida com o liquido i6nico. Primeiramente a isoniazida (2,2 mmol) foi
dissolvida em 20 mL de etanol 70 % (v/v), depois acrescida de uma quantidade equimolar de
liquido i6nico (2,2 mmol) ou &cido (2,2 mmol). Logo apds, a mistura foi incubada num agitador
orbital a 150 rpm e 50 °C por 24 h. Posteriormente, o solvente foi evaporado naturalmente a
temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C).

Apo0s o processo de cristalizacdo foram obtidos 13 solidos, sendo oito a partir dos
LIs sintetizados (INH:LI) e cinco obtidas a partir dos acidos precursores dos liquidos i6nicos

(INH:éacido), vide Tabela 2.



Tabela 2 — Nomenclatura das isoniazidas obtidas apos a cristalizacdo em liquidos
ibnicos utilizando a técnica de evaporacéao do solvente.

LI

Composto formado

Hidréxido de colina
Acetato de colina
Benzoato de colina

Citrato de colina

Bissulfato de colina- 50%

Bissulfato de colina- 100%

INH:[ChOH]
INH:[ChAC]
INH: [ChBenz]
INH:[ChCit]

INH:[ChBis] 50% (v/v)

INH:[ChBis] 100% (v/v)

2-HEAA INH:2-HEAA
2-HEAF INH:2-HEAF
Acido Composto formado

Acido acético
Acido benzoico
Acido citrico
Acido férmico

Acido sulfirico

INH:é&cido acetico
INH:éacido benzoico
INH:&cido citrico
INH:&cido férmico

INH:&cido sulfurico

Fonte: elaborada pela autora (2021).

3.7 Caracterizacao da isoniazida apés a cristalizacao com liquido idnico

3.7.1 FT-IR da isoniazida apos a cristalizacdo com liquidos ionicos

o1

As analises de FT-IR da isoniazida cristalizada em liquidos i16nicos e acidos foram

realizadas em um espectrometro de infravermelho por Transformada de Fourier utilizando um

equipamento Cary 630 da Agilent Technologies. Foi feita uma etapa de lavagem prévia com

etanol 70% (v/v) dos so6lidos, antes da andlise de FT-IR, posteriormente, foram secas e inseridas

diretamente no espectrometro. Os espectros de transmitancia foram coletados no comprimento

de onda na faixa de 650-4000 cm™!, com resolugio espectral de 1 cm™ e 32 scans.
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3.7.2 Anadlises Térmicas da isoniazida apos a cristalizacdo com liquidos ionicos

Para essas analises, foi feita uma etapa de lavagem prévia com etanol 70% (v/v) dos
solidos. As andlises de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e andlises de
termogravimetria (TGA) foram realizadas em um analisador térmico simultaneo DSC/TGA
(NETZSCH STA 449F3). Aproximadamente 1 mg da amostra foi colocada em panelas de
aluminio, fechadas e aquecidas dentro de uma faixa de temperatura de 25-500 °C, com taxa de

aquecimento de 10 K/min, sob atmosfera de nitrogénio (vazao = 50 mL/ min).

3.7.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da isoniazida apos a cristalizagcdo com

dacidos ou LIs em etanol 70% v/v

A morfologia e alteragdes na estrutura fisica da isoniazida padrdo e das novas
formas obtidas pelo processo de cristalizacao, usando liquido i16nico ou acido, em etanol 70 %
v/v foram observadas por microscopia eletronica de varredura (MEV). Nesta analise utilizou-
se o microscopio Quanta FEG 450 operado a 20 kV e 0,7 torr. As amostras foram secas a 50 °C
por 24 horas e, em seguida, depositadas em fita de carbono e metalizadas com prata metélica
pelo Metalizator Quorum QT150ES. Foram aplicados 10 Pa de pressdao na camara MEV, com

um feixe de elétrons incidente de 20 kV.

3.7.4 Difragdo de Raio-X de po (DRX) da isoniazida apos a cristalizacdo com liquidos

ionicos

A técnica de DRX foi realizada a alto angulo para determinar o arranjo estrutural e
para identificar as possiveis fases cristalinas dos so6lidos sintetizados. Para tal, utilizou-se um
difratdmetro automatico X’Pert Pro MPD equipado com detector X’Celerator. Foram obtidas

medidas para 20 entre 10° a 100°, passo de 0,013° e tempo de 200 s por passo.

3.7.5 Difragdo de raios X de monocristal (DRXM) da isoniazida apos a cristalizacdo com

liquidos ionicos

Para a cristalografia, foram selecionados monocristais com auxilio de um

microscopio otico. As medidas foram realizadas em temperatura ambiente, utilizando um
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difratdmetro Bruker D8 Venture equipado com fonte monocromatica de Mo Ka (A = 0.71073

A) e um detector Photon II Kappa CMOS.

3.7.6  Caracterizacio por RMN de 'H e 3C da isoniazida apés a cristalizacdo com liguidos

ionicos

Os espectros de RMN de 'H e '*C foram obtidos em um equipamento Bruker
(Avance DRX 500). Para esse ensaio, foram dissolvidas 30 mg das amostras em 500 pL de
dimetil-sulféxido deuterado (DMSO-d6, Cambridge Isototope Laboratories) e analisadas em
tubos de 5 mm (Wilmad). Os dados foram processados utilizando o programa VNMRJ™ 4.0,
Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm, referenciados pelo sinal do solvente

DMSO0-d6 2,50 (‘H).

3.8 Estudo de solubilidade no equilibrio da isoniazida apds a cristalizacio com liquidos

ionicos

3.8.1 Determinagdo do comprimento de onda e curva de calibracdo

A fim de identificar a maxima absorbancia da isoniazida e da isoniazida apds a
cristalizagdo em LIs em 4gua, foram preparadas “solugdes estoques” de isoniazida e INH:LI em
agua com concentracdo de 0,2 mg/mL. Posteriormente, foi realizada uma varredura na faixa de
comprimento de onda de 200-500 nm, com intervalo de 1 nm, em um espectrofotdmetro
(Thermo Fisher), utilizando cubeta de quartzo de 1 cm.

Posteriormente, como o comprimento de onda ja identificado, foram realizadas
curvas de calibragdo por diluicdo das solucdes estoques, em concentracdes de 0,002 mg/mL a

0,05 mg/mL. Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata.

3.8.2  Solubilidade no equilibrio da isoniazida padréo e dos INH:LIs em dgua a 25 °C

A solubilidade em equilibrio da isoniazida e INH:LI foi determinada a 25 °C em
agua deionizada pelo método miniaturizado de agitagdo em frasco “shake-flask” (GLOMME;
MARZ; DRESSMAN, 2005). Foram preparadas solugdes saturadas de isoniazida e INH:LI em
tubos de ensaio de 20 mL, contendo 2 mL de 4gua deionizada. Em seguida, a mistura foi agitada

sob 250 rpm por 48 h permitindo atingir o equilibrio termodinamico. Ao término das 48 h, as
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misturas foram filtradas em filtro (Millipore®) de 0,45 nm. A solugdo obtida foi diluida no
solvente utilizado (4gua deionizada) até obter uma concentracdo adequada para as leituras de

absorbancia. Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata.

3.9 Estudo da estabilidade das INH:LI e isoniazida padriao em atmosfera acelerada

Foram pesadas 15 mg da isoniazida e INH:LI em vials de vidro e mantidos em
dessecador a 40 °C, com umidade relativa de aproximadamente 75 %, a qual foi alcancada
fazendo uso de solucdo saturada de cloreto de sodio. O dessecador de vidro foi colocado em
estufa a 40 °C.

Para indicar a formagdo de novos compostos de degradacdo ou concentracdo da
isoniazida e INH:LI nos dados intervalos de tempo foi utilizado um sistema de CLAE (Waters,
Milford, MA, E.U.A.), equipado com um detector ultravioleta Waters 2487 ¢ uma coluna Waters
(Symmetry C18, 5 um, 4,6 x 150 mm), com absorbancia de 254 nm, inje¢do manual de 20 uL.
Tampao fosfato de sodio 0,02 M (pH 7,5) e acetonitrila na propor¢ao de 40:60 foram usados
como fase moével (vazado 0,8 mL/min). Periodicamente, as amostras (INH e INH:LI) eram
retiradas, pesadas em uma balanga analitica para calcular a absor¢do de umidade e analisadas

em CLAE. Os intervalos analisados foram: dia zero, 15 dias, 30 dias, 45 dias e 60 dias.

3.10Atividade antimicobacteriana

3.10.1 Obtengdo, manutengdo e preparacio do inéculo dos isolados clinicos Mycobacterium

tuberculosis

Os isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis foram obtidos em parceria com
0 Hospital de Messejana Dr. Carlos Alberto Studart Gomes, Fortaleza-Ce, o cultivo foi
realizado em meio Loweinstein-Jensen (LJ) e incubados a 37 °C. As culturas bacterianas foram

mantidas em fase exponencial, com repiques a cada 21 dias e mantidos em estufa a 37 °C.

As colonias das culturas de M. tuberculosis do meio LJ foram transferidas com
auxilio de uma alca bacterioldgica para tubo de ensaio estéril contendo 2,5 mL da solucao
bacteriana que continha solucdo fisiologica (0,9 % v/v) esterilizada, com 0,04 % (v/v) de Tween
80 e 0,2 % (v/v) de albumina bovina, conforme descrito por Franzblau et al. (1998), Palomino
et al. (2002) e Mota (2017).
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A solucdo foi deixada em repouso por 5 minutos para que o sedimento depositasse
no fundo do tubo de ensaio e, em seguida, 0 sobrenadante foi transferido para um novo tubo de
ensaio estéril e deixado em repouso por 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi transferido
para um tubo estéril e a suspensdo foi acrescida de caldo 7H9-S (Sigma- caldo Middlebrook
suplementado com ADC — albumina, dextrose e catalase) até atingir o nivel de turbidez
semelhante a escala nimero 1,0 de McFarland, contendo aproximadamente 3x108 UFC/mL.

Os inoculos utilizados nos testes foram preparados diluindo a solucdo descrita
acima na proporcao 1:10, utilizando como diluente caldo 7H9-S, que forneceu a concentragao
de 3 x 10’ UFC/mL.

.....

minima

Os testes para determinacdo da concentracdo inibitoria minima (minimum inhibitory
concentration - MIC) foram realizados atraves do ensaio de microdiluicdo, utilizando o corante
resazurina como indicador de viabilidade micobacteriana, denominado de Resazurim Assay

(REMA), conforme os trabalhos realizados por Flanzblau et al. (1998) e Palomino et al. (2002).

As MICs das formas INH, INH:LI e INH:H2SO4 sobre a cepa M. tuberculosis foram
determinadas em duplicata em microplacas de 96 pocos de fundo chato, analisando as
concentragdes de 6,25 a 200 pug/mL das formas. Nos pocos que ndo foram realizados os testes
de diluices seriadas, adicionou-se 300 pL de agua destilada estéril, com o intuito de evitar a
evaporacdo do meio de cultura. Fez-se também um controle positivo (indculo e meio 7H9-S) e
0 controle negativo (apenas meio 7H9-S). As microplacas foram celadas com a tampa e
incubadas por 7 dias a 37 °C.

Apbs 7 dias de incubacdo, foram adicionados 30 pL da solucéo de resazurina a 0,02 %
(m/v) atodos os pogos das linhas testes, para a leitura de viabilidade bacteriana. As microplacas
foram seladas e incubadas novamente a 37 °C, realizando-se a leitura em 24 e 48 horas apds

adicéo do corante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os liquidos i6nicos utilizados nessa pesquisa foram todos sintetizados no
laboratorio e os critérios para a escolha foram: apresentar estudos promissores de toxicidade ou
fazer uso de cations e anions que estejam na lista de substancias GRAS ou caracterizados como
aditivos alimentares regulamentados pelo FAA.

Com um conceito que visa superar as preocupacdes econdmicas, citotoxicas,
ambientais e energéticas dos LIs de imidazolio convencionais, surgiu uma nova geragao de LIs
contendo ions derivados de bases naturais (como por exemplo, a colina) e cidos (sdo exemplos:
aminoacidos e acidos carboxilicos) (NINOMIYA et al., 2013). Estes, devido ao valor da colina,
sdo menos caros (PLECHKOVA; SEDDON, 2008) e menos toxicos (PETKOVIC et al., 2009)
do que os LIs de imidazolio, além do seu carater biodegradavel (AZIZI; EDRISI, 2016).

Diante disso, foram sintetizados sete liquidos i6nicos, sendo cinco desses
produzidos a partir da colina e dois a partir da monoetanolamina com écidos de cadeia curta.
Para os LIs obtidos, analisou-se a influéncia na cristalizacao da isoniazida.

Os resultados da tese foram divididos em caracterizagdo dos liquidos i06nicos
sintetizados (Topico 4.1) e caracterizagdo das formas de isoniazida cristalizadas nos diferentes

LIs (Topicos 4.2 € 4.3)

4.1 Caracterizac¢io dos liquidos idonicos

4.1.1 Propriedades termodindmicas dos liquidos idnicos sintetizados

Na Tabela 3 estdo descritos os sete liquidos i0nicos sintetizados a partir do cation

colina e monoetanolamina.
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Tabela 3 — Descricdo, estrutura quimica e abreviatura dos nomes dos cinco liquidos iénicos

obtidos a partir da colina e dois obtidos pelo cation monoetanolamina.

Cétion: colina

N S
/N

OH

Fonte do anion

Nome

Abreviatura

Estrutura quimica

Hidroxido de
potassio

Acido sulfdrico
diluido 50% v/v

Acido sulfdrico com
pureza 98% v/v

Acido acético

Acido benzoico

Acido citrico

(2-hidroxietil)-
trimetilamoénio

Bissulfato de (2-
hidroxietil)-
trimetilaménio

Bissulfato de (2-
hidroxietil)-
trimetilaménio

Acetato de (2-
hidroxietil)-
trimetilaménio
Benzoato de (2-
hidroxietil)-
trimetilaménio
Citrato de (2-
hidroxietil)-
trimetilaménio

[ChOH] ou
hidroxido de
colina

[ChBis]-50%
v/v ou Bissulfato
de colina 50%
(v/v)- sintese 2
[ChBis]-100%
v/v Bissulfato de

colina 100%
(v/v)- sintese 1
[ChAC] ou

acetato de colina

[ChBenz] ou

benzoato de
colina
[ChCit] ou

citrato de colina

\ +/\/OH _
- HO
. |

OoH _
SN 0780

| 1l

N ~8—0OH
/| 1l

OH

Cétion: monoetanolamina

OH
H3N+/\/

Fonte do anion

Nome

Abreviatura

Estrutura quimica

Acido acético

Acetato de 2- hidroxi-

etilaménio

Acido formico

Formiato de 2-hidroxi-

etilamonio

2-HEAA

2-HEAF

OH
H3N+/\/

Fonte: elaborada pela autora (2021).

As propriedades termodinamicas, como densidade e viscosidade, dos LlIs

sintetizados utilizando o cation colina € monoetanolamina, foram determinadas para diferentes

temperaturas, ¢ os resultados estdo apresentados na Tabela 4. Devido as limitagdes do

equipamento, ndo foi possivel determinar as referidas propriedades para os liquidos idnicos

contendo o anion sulfato.
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Tabela 4 — Propriedades fisico-quimicas dos liquidos idnicos sintetizados.

Liquido 16nico Temperatura Densidade Viscosidade
(°C) (g/cmd) (mPa-s)
20 0,9830 154,10
25 0,9799 111,75
[ChOH] 30 0,9767 82,722
35 0,9736 62,410
40 0,9704 47,981
20 1,0845 37,885
25 1,0813 30,117
[ChAC] 30 1,0781 24,349
35 1,0750 19,966
40 1,0718 16,586
25 1,1442 1083,5
30 1,1411 709,16
[ChBenz] = G 150,95
40 1,1347 336,81
20 = -
25 - -
[ChCit] 30 1,3744 31829
35 1,3707 17815
40 1,3671 10312
20 1,1547 4539
25 1,1519 2940.6
30 1,1491 1927
2-HEAA = e 12998
40 1,1436 903,54
50 1,1381 462,09
20 1,1954 103,19
25 1,1929 79,299
2-HEAF 30 1,1904 62,17
35 1,1878 49,60
40 1,1851 40,22

Fonte: elaborada pela autora (2021).

Os valores obtidos para a densidade e a viscosidade decrescem com o aumento da
temperatura, seguindo um comportamento esperado. Com o aumento da temperatura, as forcas

de atragdo entre as moléculas diminuem, diminuindo também a viscosidade.
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Em relacdo aos LIs com cation colina, observou-se que o anion influenciou
significativamente na viscosidade, o LI citrato de colina, com maior cadeia alquilica, apresentou
maior viscosidade entre os LIs analisados. O aumento no tamanho da cadeia do anion
possivelmente levou ao aumento da viscosidade dos LIs, devido as forgas atrativas como forgas
de Van der Waals (BONHOTE et al., 1996; JIANG et al., 2017).

Os LIs [ChBenz] e [ChCit] apresentaram viscosidade a 40 °C de 336,81 mPa.S e
10.312 mPa.S, respectivamente, sendo muito superior a apresentada pelos LIs [ChOH] e
[ChAc], cujos valores de viscosidade foram 47,981 mPa.S e 16,586 mPa.S, respectivamente,
nas mesmas condi¢des. Segundo Uddin et al. (2020) uma possivel explicagdo para isso € que
anions muito simétricos ou quase esféricos sdo comparativamente mais viscosos.

O liquido i6nico hidroxido de colina apresentou menor viscosidade que a reportada
no trabalho de Bessa (2015), por possuir ainda etanol que nao foi totalmente rotoevaporado,
comprovado na analise de RMN (Vide Figura 11).

As propriedades encontradas para o LIs 2-HEAA e 2-HEAF estdo coerentes com
os valores encontrados por Rocha (2016) e¢ Reis et al. (2017). Como também dados ja
reportados por Hosseini et al., 2018 e Hosseini; Hosseinian; Aparicio, 2019.

Analisando os LIs que possuem o mesmo anion, 2-HEAA e [ChAc], observa-se que
o LI 2-HEAA apresenta 3 hidrogénios ligados ao nitrogénio, fazendo com que consiga realizar
mais ligagdes cruzadas, aumentando assim sua viscosidade quando comparado ao [ChAc].

Essas diferencas significativas na viscosidade dos LIs em funcdo do tipo de anion
mostram que a for¢a das interagdes anion-cation tem um papel fundamental em sua viscosidade.

A viscosidade de um liquido i6nico € uma propriedade importante para aplicagdes
industriais, util para a avaliacdo teodrica de outras propriedades de transporte e para aplicagdes
praticas em capacidade calorifica e outras propriedades fisicas mensuradas (HARRIS, 2020). E
diante da vasta possibilidade de sinteses de liquidos i6nicos, a catalogacdo de propriedades se
torna fundamental para futuras aplicagdes.

As diferentes viscosidades para os LIs sintetizados sugeriram que um grande
nimero de LIs a base de colina com diferentes viscosidades e propriedades podem ser obtidos

modificando o anion.
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4.1.2 Anadlise de FT-IR dos liquidos ionicos

4.1.2.1 Liquidos ionicos formados a partir do hidroxido de colina

A andlise de FT-IR ¢ considerada uma ferramenta importante para determinagao de
ligagdes quimicas em uma molécula, fornecendo um espectro de absor¢ao infravermelho
semelhante a uma impressao digital da molécula (VAJEKAR; SHANKARLING, 2020).

Na Figura 10 estao demonstrados os espectros de FT-IR dos LIs: [ChOH], [ChAc],
[ChBenz] e [ChCit]. Devido as limitagdes do equipamento, as analises de FT-IR dos liquidos
i6nicos com anion sulfato ndo foram realizadas, contudo, as sinteses foram comprovadas por
RMN (Topico 4.1.3).

A banda referente ao estiramento OH da colina apresenta uma ampla absor¢do de
infravermelho entre 3200-3400 cm™! devido a ampla distribuicdo de ligagdes de hidrogénio
intermoleculares e conformagdes de colina (TANZI ef al., 2016) e sobrepdem parcialmente
bandas de ligagdo C-H e vibragdes N-H, como observados nas Figuras a-d ([ChOH], [ChAc],
[ChBenz] e [ChCit].

A vibracao de grupo funcional C-H (alifatico) ¢ significativo para a colina (POHLE
et al., 2001) e foi detectada em 2963 cm™! para o [ChOH] (Figura 10a). Essa banda apareceu
deslocada, com menor intensidade nos espectros dos demais LIs que foram sintetizados a partir
do hidréxido de colina, podendo ser indicio de ligagdes de hidrogénio da colina com os acidos
carboxilicos. Em 1476 cm™! foi observada banda referente a deformacio de grupos metila, e em
1371 cm™! banda que corresponde a vibragio de alongamento C—N para o [ChOH] (Figura 10
a).

A banda caracteristica da deformacao C-H do grupamento —CH>— apareceu em 950
cm™! e 879 cm! (Figura 10a). Os 4cidos carboxilicos apresentam ainda uma banda muito forte
do estiramento C=0 em aproximadamente 1700 cm™'. Esse pico foi possivel observar em 1700
cm’! para o LI [ChAc] (Figura 10b), 1703 cm™ para [ChBenz] (Figura 10c) e 1793 cm™! para
[ChCit] (Figura 10d).

A presenca de modos vibracionais assimétricos e simétricos referentes ao grupo
carboxilato (-COO") apresentado em 1561 cm™' e 1397 cm™! para o LI [ChAc], 1595 cm™ e 1397
cm’! para [ChBenz] e 1561 cm™ e 1397 cm™! para [ChCit], acabaram sobrepondo a banda
referente a vibragdo de alongamento da ligagio C—N em torno de 1371 cm™!, dando indicios da
existéncia de ligagdes hidrogénio que podem ser do tipo: NH---NH, NH---OH, HO---HO e
OH---NH (YUE et al., 2012).
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No liquido i6nico [ChBenz] ¢ possivel observar a banda referente ao estiramento
C=C do anel aromatico (1546 cm™") (TANZI et al., 2016), ja as ligacdes carbono-hidrogénio do
anel sdo responsaveis pelo surgimento de bandas de absor¢ao angular C-H fora do plano em
torno de 711-900 cm™'. A banda presente em todos os LIs analisados em aproximadamente 933

cm’! (Figura 10 a-d) esta relacionada ao grupamento O-H (LOPEZ-DIAZ et al., 2018).



Figura 10 — Espectro de FT-IR dos liquidos ibnicos sintetizados: liquido idnico
hidroxido de colina [ChOH]; acetato de colina [ChAc], benzoato de colina [ChBenz]
e citrato de colina [ChCit].
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Diante dos resultados observados, comprovou-se que os anions dos dcidos existem
em todos os LI obtidos a partir do hidroxido de colina, indicando a formagao de ligacao do tipo
COO-N". A influéncia dessa banda em torno de 1760 cm™'- 1560 cm™ também foi demonstrada
por Ju et al. (2020) para a confirmacao do anion do 4cido ricinoleico no LI hidréxido de colina

apos a formagdo do LI.

4.1.2.2 Liquidos ionicos formados a partir da monoetanolamina

Na Figura 11 ¢ possivel observar os espectros de FT-IR dos LIs 2-HEAA e 2-HEAF.
Sabe-se que a banda de absorcio larga revelada na faixa de frequéncia entre 2232 ¢cm™-3600
cm’! (Figura 11 a e b) é associada também as vibracdes de estiramento N-H e em
aproximadamente 2970 cm™! - 2930 cm™! aos grupos metil e metileno. Com isso, pode haver o
surgimento de picos em forma conjugada (ROCHA, 2016), como foi observado nas Figura 10a
e 10b.

Pode ser observado nos FT-IR dos dois liquidos i6nicos (2-HEAA ¢ 2-HEAF)
bandas na faixa de 1300 cm™ - 800 cm™ que estdo associadas as vibragdes de estiramento que
estdo geralmente associadas as ligagdoes C-C, C-O e C-N.

Estando localizados nos intervalos de 1327 cm™ - 1221 em™ ! (trecho C=0) e 916~
836 cm™! (ligagdes de hidrogénio OH), bandas que podem ser associadas aos grupos C=0 e O—
H tendem a ser menos pronunciadas, podendo assim, serem sobrepostas com outras
“fingerprints” da molécula.

As vibragdes do -(CHz)- sdo observadas em 1017 cm™ (LI 2-HEAF), 1066 cm™ (LI
2-HEAF), 1010 cm™ (LI 2-HEAA) e 1069 cm™ (LI 2-HEAA). Os espectros de infravermelho
do 2-HEAA e 2-HEAF confirmam a presenca de modos vibracionais assimétricos referentes ao
grupo carboxilato (-COO’) em 1558 cm™ (Figura 11b) e 1531 cm™ (Figura 11a) e simétricos
em 1338 cm™! (Figura 11b) e 1390 cm! (Figura 11a). Os picos em aproximadamente 2970 e

2930 cm ! correspondem ao grupo metil e metileno desses Lls.
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Figura 11 — Espectros de FT-IR dos liquidos idnicos
sintetizados: a) acetato de 2- hidroxietanolamina (2-HEAA)
e b) formiato de 2- hidroxietanolamina (2-HEAF).
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

Portanto, pode-se perceber que os grupos funcionais presentes nas estruturas das
amostras observadas nos espectros (Figuras 10 e 11) sdo consistentes com as estruturas dos

liquidos 16nicos sintetizados, reforgando a sintese dos LIs e confirmando a estrutura, os mesmos

foram analisados por RMN de 'H e '*C (Tépico 4.1.3).
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4.1.3 RMN de'H e "*C dos liquidos iénicos sintetizados

Os LlIs sintetizados foram caracterizados por espectroscopia de ressonancia
magnética baseada na identificagdio dos hidrogénios (RMN de 'H). Primeiramente foi
caracterizado o liquido i6nico hidroxido de (2-hidroxietil)-trimetilaménio ou [ChOH], tendo
em vista que ele € precursor dos demais LIs que utilizam o cétion colina. A Figura 12 mostra o
espectro de RMN de 'H obtido para o liquido idnico hidréxido de colina e a mistura fisica do

mesmo.

O RMN de H (500 MHz, DMSO-d6) para o LI [ChOH]: (1) 3,13 ppm (9 H, s, 3 X
CHsN); (2) 3,17 ppm (2 H, t, CH2CH20H); (3) e 3,93 ppm (2 H, t, CH20H).

Figura 12 — a) Espectro de RMN de 'H do liquido idnico hidroxido de (2-hidroxietil)-
trimetilamonio e b) Espectro de RMN 'H da mistura fisica dos componentes do
liquido i6nico hidréxido de (2-hidroxietil)-trimetilamonio (cloreto de colina e KOH).
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No espectro de RMN de 'H em DMSO-d6 do hidroxido de (2-hidroxietil)-
trimetilamodnio, verificou-se a presenga de um singleto em 3,14 ppm na mistura fisica do LI,
deslocado para 3,13 ppm na formag¢ao do liquido i6nico [ChOH], referente ao hidrogénio do
grupo metil (-CH3). Dois tripletos referentes aos hidrogénios do grupo (-CH») da mistura fisica

em 3,30 ppm (hidrogénio 2) e 3,83 ppm (hidrogénio 3), apareceram em 3,17 ppm ¢ 3,93 ppm
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no liquido i6nico hidroxido de colina. Foi observado ainda a presenca de etanol como
contaminante, o que pode influenciar na viscosidade (resultado demonstrado na Tabela 4).
Todas essas descobertas observadas nas analises de RMN 'H e FT-IR sugerem a formagio do
liquido i16nico [ChOH].

As Figuras 13a a 17a mostram a comparacio dos espectros de RMN 'H dos LIs
produzidos a partir do hidréxido de colina: citrato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio; benzoato
de (2-hidroxietil)-trimetilamonio; acetato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio; bissulfato de (2-
hidroxietil)-trimetilamonio (Sinteses 1 e 2); e da mistura fisica dos componentes dos liquidos
ionicos (Figuras 13b a 17b).

No espectro de RMN de 'H em DMSO-d6 do liquido i6nico citrato de (2-
hidroxietil)-trimetilamonio ([ChCit], Figura 13), observou-se mudangas dos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios da mistura fisica dos componentes quando comparados com o LI. Na
colina, os hidrogénios do grupo -CH> estdo bem préximos da por¢do idnica do nitrogénio, que
os tornam importantes sondas para monitorar a formagao de interagdes idnicas. O singleto em
3,13 ppm atribuida aos hidrogénios dos grupos metil (-CH3) da colina (hidrogénio 1), o tripleto
em 3,24 ppm (hidrogénio 2) e em 3,84 ppm (hidrogénio 3) atribuidas ao hidrogénio do grupo
CH» ambos do LI citrato de colina, apareceram em 3,12 ppm, 3,42 ppm e 3,84 na mistura fisica,
respectivamente.

Também ocorreu modifica¢do nos sinais dos hidrogénios do anion (indices 4 ¢ 5 da
Figura 13), que foram modificados de 2,60 ppm (na mistura fisica) para 2,32 ppm (no LI citrato

de colina), além de aparecerem varios outros sinais (setas na Figura 13).
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Figura 13 — a) Espectro de RMN *H do liquido i6nico citrato de (2-hidroxietil)-
trimetilamonio e b) Espectro de RMN 'H da mistura fisica dos componentes do
liquido i6nico citrato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio (hidréxido de colina e acido

citrico).
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

O RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) para o [ChCit]: (1) 3,13 ppm (9 H, s, 3 x
CHaN); (2) 3,24 ppm (2 H, t, CH2CH20H); (3) 3,84 ppm (2 H, t, CH20H) e (4)/(5) 2,6 ppm (4
H, m, CH,).

Para o benzoato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio (benzoato de colina, Figura 14) a
singleto em 3,14 ppmm ¢ atribuida aos trés hidrogénios do grupo metil do cation (identificado
como 1 na estrutura da molécula e no espectro). Os tripletos observados em 3,45 ppm e 3,87
ppm representam os hidrogénios do grupo metilénicos do cation, identificados pelos nimeros
2 e 3, respectivamente. Os hidrogénios que compdem o anel aromatico sao mostrados como
dupletos em 7,93 ppm (para os hidrogénios mais proximos da extremidade negativa da
molécula, identificados na Figura 14 por 4 e 8), em 7,40 ppm (para os hidrogénios 5 ¢ 7 da
Figura 14) e 7,46 ppm (para os hidrogénios mais distantes da extremidade negativa da molécula,
representado na Figura 14 por 6).

Os deslocamentos quimicos foram obtidos a partir do espectro RMN 'H do liquido

16nico benzoato de colina e da mistura fisica dos seus componentes a partir da Figura 14.
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Figura 14 — a) Espectro de RMN H do liquido idnico benzoato de (2-hidroxietil)-
trimetilamaonio e b) Espectro de RMN *H da mistura fisica dos componentes do liquido
ibnico benzoato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio (hidréxido de colina e &cido

benzoico).
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

O RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6) para o liquido idnico [ChBenz]: (1) 3,14 ppm
(9 H, s, 3 x CH3N); (2) 3,45 ppm (2 H, t, CH.CH>OH); (3) 3,87 ppm (2 H, t, CH2 OH); (4)/(8)
7,93 ppm (1 H, d, H do anel benzénico); (5)/(7) 7,40 ppm (1 H, t, H do anel benzénico) e (6)
7,46 ppm (1 H, t, H do anel benzénico).

Para o LI acetato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio (Figura 15), algumas alteracdes
foram observadas quando comparada com a mistura fisica de seus constituintes. Da colina, o
hidrogénio 2 apresentou a ocorréncia de dois sinais em 3,42 ppm/3,44 ppm na mistura fisica, ja
quando houve a formagao do LI observou-se a presenga de um tripleto em 3,42 ppm referentes
ao sinal do hidrogénio do grupo metilénico. O hidrogénio do grupo hidroxila (hidrogénio 5 na
Figura 15) variou de 4,45 ppm (mistura fisica) para 5,02 ppm (LI acetato de colina). Por tltimo,
observou-se variagao no hidrogénio do grupo metil do acetato (hidrogénio 4 na Figura 15) de

1,77 ppm (na mistura fisica) para 1,75 ppm (no LI acetato de colina).
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Figura 15 — a) Espectro de RMN !H do liquido i6nico acetato de (2-hidroxietil)-
trimetilamaonio e b) Espectro de RMN *H da mistura fisica dos componentes do liquido
ibnico acetato de (2-hidroxietil)-trimetilamdnio (hidroxido de colina e acido acético).
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

O RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6) para o liquido idnico [ChAc]: (1) 3,12 ppm
(9 H, s, 3 x CH3N); (2) 3,42 ppm (2 H, t, CH,CH,OH); (3) 3,84 ppm (2 H, t, CH,OH); (4) 1,75
ppm (3 H, s, CH;COO") e (5) 5,02 ppm (1H, t, OH). Os deslocamentos quimicos de hidrogénio
obtidos a partir da Figura 15 para o liquido i6nico acetato de colina apresentaram semelhancas
aos encontrados no trabalho de Fukaya ef al. (2007) e Li et al. (2012), refor¢ando assim a sintese
do liquido 16nico acetato de colina.

Na Figura 16 o LI bissulfato de (2-hidroxietil)- trimetilaménio (100% v/v)
produzido com 4cido sulfiirico concentrado, demonstrou no espectro de RMN 'H que os grupos
metil da colina variam de 3,12 ppm (na mistura fisica) para 3,10 ppm (LI), o sinal do hidrogénio
(2) variou de 3,41 ppm (mistura fisica) para 3,40 ppm (LI), j& o sinal do hidrogénio (3) variou
de 3,84 ppm (para a mistura fisica) para 3,82 ppm (LI). Da mesma forma, o singleto do grupo
hidroxila do acido sulfurico se desloca de 4,45 ppm para 4,75 ppm (Tabela 5 e Figura 16).
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Figura 16 — a) Espectro de RMN 'H do liquido i6nico bissulfato de (2-hidroxietil)-
trimetilamonio (100% v/v) obtido pela Sintese 1 e b) Espectro de RMN 'H da mistura
fisica dos componentes do liquido i6nico bissulfato de (2-hidroxietil)- trimetilamonio

(hidréxido de colina e &cido sulfurico).

2 O
1 - OH _ 4
ONTTY T 0=S-OH
1 | . 1] 4
O
1 1
[w]
| I
=
O
b) J - A
4
1
3 2
a} I\ A A
ETU I 5!5 l S:U I 4!5 I 4![? I 3:5 I Jfﬂ I 2!5 ) 2:0

ppm

Fonte: elaborada pela autora (2021).

O RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6) para o liquido i6nico [ChBis]-100% v/v: (1)
3,10 ppm (9 H, s, 3 x CH3N); (2) 3,40 ppm (2 H, t, CH.CH20H); (3) 3,82 ppm (2 H, t, CH2OH)
e (4)4,75 ppm (1 H, s, OH).

O liquido i6nico bissulfato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio (Sintese 1) apresentou
espectro de RMN 'H semelhante ao espectro do LI bissulfato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio
(Sintese 2), representado na Figura 17. Ou seja, a diluicdo do acido sulfirico em 4gua nao
interferiu na interacao do cation com o anion.

Na Figura 17 ¢ apresentado o espectro de RMN de 'H do liquido i6nico bissulfato
de (2-hidroxietil)-trimetilaménio (Sintese 2) obtido a partir da reagdo equimolar do hidréxido
de colina com o acido sulfurico diluido 50% v/v. Os sinais dos hidrogénios do grupo metil da
colina foram observados em 3,11 ppm para o LI bissulfato de colina (Sintese 2) e em 3,12 ppm
na mistura fisica dos componentes usados para sintetizar este LI, o tripleto referente ao
hidrogénio metilénico 2 modifica de 3,41 ppm (na mistura fisica) para 3,40 ppm (no LI) e o

hidrogénio metilénico 3 ¢ deslocado de 3,84 ppm para 3,82 ppm apds a formacgao deste LI.
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Também ¢ observado que no sinal do grupo hidroxila do 4cido sulfurico ocorre
variacao de deslocamento quimico do hidrogénio da hidroxila do anion de 4,45 ppm (mistura

fisica) para 4,71 ppm (LI).

Figura 17 — a) Espectro de RMN H do liquido idnico bissulfato de (2-hidroxietil)-
trimetilamaonio (50% v/v) obtido pela Sintese 2 e b) Espectro de RMN *H da mistura fisica
dos componentes do liquido i6nico bissulfato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio
(hidréxido de colina e acido sulfarico).
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

De forma sucinta, o RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6) para o liquido i6nico
[ChBis]- 50% v/v: (1) 3,11 ppm (9 H, s, 3 x CH3N); (2) 3,40 ppm (2 H, t, CH.CH20H); (3)
3,82 ppm (2 H, t, CHOH) e (4) 4,71 ppm (1 H, s, OH).

Tendo em vista que ambas as sinteses (Sinteses 1 e 2) resultaram no liquido 16nico
bissulfato de colina, optou-se por dar continuidade aos experimentos com a utilizagao do liquido

ionico bissulfato de colina 50% (v/v) devido a reagdo ser um pouco menos exotérmica, com
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isso, torna-se mais facil controlar a temperatura do sistema com o banho de gelo quando
comparado com a sintese que utiliza dcido sulfurico 98% v/v (Sintese 1).

A Tabela 5 apresenta os deslocamentos quimicos da mistura fisica dos precursores
dos LIs (uma mistura equimolar do acido com a base) e dos LIs a base de colina demonstrados

nas Figuras 12-17.
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Tabela 5 — Deslocamentos quimicos de RMN de 'H da mistura fisica dos componentes dos
liquidos i6nicos e dos liquidos idnicos sintetizados a partir do cation colina.

3 'H (ppm) da
Molécula mistura fisica dos

d 'H (ppm) do liguido

A ibnico
liquidos iGnicos
Hidroxido de (2-hidroxietil)-
trimetilamonio 1-3,14 1-313
1 7 2-3,30 2-3,17
NS, ‘:j_ 3-3,83 3-3,93
1 177 3 H 4-3,93 4 — ndo observado
1
Citrato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio 1-3,12 1-3,13
S 0| OH O 2-3,42 2-3,24
SN IR Ay 3-384 3-384
73 o OH 4-2,32 4-2,60
1 5-2,32 5-2,60
1-3,14 1-3,14
Benzoato de (2-hidroxietil)-trimetilamdnio 2-345 2-345
o s .4 3-3,87 3-3,87
1\ N 2 OH O 4'7,90 4_7193
CNTY s ) 5-7,36 5-7,40
17| ~ 0 6-7,41 6-7,46
' 7-1736 7-7,40
8-7,90 8-793
Acetato de (2'hidr0XietiI)-trimetilaménio 1-312 1-312
. 2 BH o 2-342e3,44 2-3,42
\N+/\/ 4 ( 3-3,84 3-3,84
‘ 1/| 3 o 4-1,77 4-1)75
1 5-4,46 5-5,02
Bissulfato de (2-hidroxietil)-
trimetilamdnio (H2S0450 % (v/v) - sintese
1) 1-3,12 1-3,10
2-341 2-3,40
1 2 OH (I:I) 2 3-3,84 3-3,82
ONTY 0=5-0H 4-4,45 4-4,75
17| 0
) 1
Bissulfato de (2-hidroxietil)-
trimetilamonio (H2SO4P.A - sintese 2) 1-3,12 1-3,11
2-341 2-3,40
1 2 oH (I:I) 4 3-3,84 3-3,82
SN 0=8-0H 4-445 4-471

1/| 3 I
1

Fonte: elaborada pela autora (2021).
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De forma analoga aos liquidos idnicos obtidos a partir do cétion colina, os liquidos
i6nicos obtidos a partir do cation monoetanolamina foram caracterizados por RMN 'H.

O hidrogénio 1 do NH3" da mistura fisica do LI 2-HEAF apresenta um singleto
largo em 5,85 ppm e no LI 2-HEAF propriamente dito, apresenta-se deslocado para uma regido
menos desblindada em 5,15 ppm (Figura 18). Além dos hidrogénios do grupo metilénicos (2) e
(3) foram observados em tripletos 2,81 ppm e 3,55 ppm na mistura fisica e no LI. O hidrogénio

do anion formiato ¢ observado em 8,41 ppm para ambos, LI 2-HEAF e mistura fisica.

Figura 18 — a) Espectro de RMN *H do liquido idnico formiato de 2-hidroxi-etilaménio
(2-HEAF) e b) Espectro de RMN H da mistura fisica dos componentes utilizados na
sintese do liquido ibnico formiato de 2-hidroxi-etilaménio (&cido férmico e
monoetanolamina).
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

O RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6) para o liquido idnico 2-HEAF (1) 5,15 ppm
(3 H, s, NH3"); (2) 2,81 ppm (2H, t, CH,CH,OH); (3) 3,55 ppm (2 H, t, CH,OH) ¢ (4) 8,41 ppm
(1 H, s, CHCOO).

Na Figura 19 esta apresentado o espectro de RMN de *H do liquido idnico acetato
2-hidroxi-etilamonio (2-HEAA) e da mistura fisica dos componentes utilizados na sintese deste
liquido i6nico (acido acético e monoetanolamina).

N&o houve variagdes significativas de deslocamentos quimicos dos hidrogénios

metilicos 2 do acido acético, quando se compara a mistura fisica com o liquido idnico 2-HEAA
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(Figuras 19a e 19b). Contudo, observou-se modificagcdo consideravel do deslocamento quimico
do hidrogénio do grupo amina da monoetanolamina, representado no sinal em 5,12 ppm na
mistura fisica e em 6,28 ppm no espectro do liquido i6nico sintetizado (2-HEAA), indicando

assim a formacé&o do liquido i6nico acetato de 2-hidroxietanolamina (2-HEAA).

Figura 19 — a) Espectro de RMN *H do liquido idnico acetato de 2-hidroxi-
etilamonio (2 HEAA) e b) Espectro de RMN !H da mistura fisica dos
componentes utilizados na sintese do liquido i6nico acetato 2-hidroxi-

etilamonio (&cido acético e monoetanolamina).
4
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Fonte: elaborada pela autora (2021).
O RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6) para o liquido i6nico 2-HEAA (1) 6,28 ppm
(3 H, s, NH3+); (2) 2,77 ppm (2H, t, CH2CH20H); (3) 3,53 ppm (2 H, t, CH20OH) ¢ (4) 1,70
ppm (1 H, s, CH3COO-).
A Tabela 6 apresenta os deslocamentos quimicos da mistura fisica dos precursores

dos LIs e os LIs obtidos (2-HEAF e 2-HEAA).
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Tabela 6 — Deslocamento quimicos de RMN de 'H da mistura simples dos precursores de Lls
e dos LIs sintetizados a partir do cation monoetanolamina.

3 'H (ppm) da
Molécula mistura fisica dos

d 'H (ppm) do liguido

TN ibnico
liquidos iGnicos
Formiato de 2-hidroxi-etilamonio
(2-HEAF)
1-5,85 1-5,15
o 2-281 2-281
1 20 o 33,55 3-3,55
T W o 4-841 4-841
) 4
Acetato de 2-hidroxi-etilamonio
(2-HEAA) 1-5,12 1-6,28
, a 22,77 22,77
1 OH 3-3,53 3-3,53
g HSCJ\O- 41,70 4-1,70
. 4

Fonte: elaborada pela autora (2021).

Na Figura 20 s@o demonstradas as contribui¢cdes de cada atomo de carbono ligado
a estrutura da molécula dos LIs. Essa analise ¢ importante para ratificar a sintese e estrutura dos

mesSmos.



Figura 20 — Espectros de RMN C em DMSO-d6 dos liquidos i6nicos: a) [ChOH]; b)
[ChAC]; c) [ChBenz]; d) [ChCit]; e) [ChBIs]-50%; f) [ChBis]-100%; g) 2-HEAA e h) 2-
HEAF. (Continua)
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Figura 20 — Espectros de RMN !C em DMSO-d6 dos liquidos idnicos: a) [ChOH]; b)
[ChACc]; c) [ChBenz]; d) [ChCit]; e) [ChBis]-50%; f) [ChBis]-100%; g) 2-HEAA e h) 2-
HEAF. (Continuagéo)
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Figura 20 — Espectros de RMN C em DMSO-d6 dos liquidos i6nicos: a) [ChOH]; b)
[ChACc]; c) [ChBenz]; d) [ChCit]; e) [ChBis]-50%; f) [ChBis]-100%; g) 2-HEAA e h) 2-
HEAF. (Continuacéao)
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

4.1.4 Ensaios de toxicidade aguda dos LIs frente ao microcrusticeo Artemia salina

O potencial de toxicidade dos liquidos ibnicos totalmente solGiveis em agua, como
[ChBis], [ChAc], [ChCit], 2-HEAA e 2-HEAF, foi determinado pelo ensaio de toxicidade
aguda frente a Artemia salina. A letalidade exercida sobre os nauplios da Artémia salina vem
sendo utilizado em bioensaios laboratoriais como forma de predizer a toxicidade quimica em
organismos aquaticos por meio da estimativa da dose letal média (DLso), observadas na Tabela
7.
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O microcrustaceo Artemia salina é um organismo invertebrado, componente da
fauna de aguas salinas e ecossistemas marinhos. Este microcrustaceo ja vem sendo estudo com
sucesso na estimativa da toxicidade de liquidos iénicos (GOUVEIA et al., 2014).

Tabela 7 — Valores de DLso para os liquidos i6nicos frente a Artemia salina em 48 h de
exposicao.

DLso (ng/mL)
Tempo
[ChOH] [ChAc] [ChBis] [ChCif] 2-HEAA 2-HEAF
48h Nao 529 503 410 Nao Nao

calculavel calculavel calculavel

Fonte: elaborada pela autora (2021).

Os dados de DLspapresentados na Tabela 7 mostram que dentre os LIs baseados no
cation colina o que apresenta maior cadeia do anion, [ChCit], foi ligeiramente mais toxico para
A. salina, valor de DLsg de 410 ug/mL. O LI com menor cadeia do anion, [ChBis], apresentou
valor de DLso de 503 pg/mL, pode-se especular que isso ocorreu devido ao carater acido desse
LI, diminuindo assim o pH da solucdo salina, tornando-se mais letal para as larvas.

Para os LIs com o mesmo anion acetato, e diferentes cations (colina e
monoetanolamina), observa-se que o 2-HEAA obtido a partir do cation monoetanolamina ndo
apresentou toxicidade frente a A. salina. Enquanto, o LI a partir do cation colina [ChACc]
apresentou DLsg de 529 pg/mL apds 48h. Foi relatado por Kebaili et al. (2020) que os LlIs
obtidos a partir de sal de amonio quaternario sdo geralmente toxicos devido ao seu carater
lipofilico, j& Gouveia et al. (2014) analisaram também o efeito do cation na toxicidade dos LIs
e observaram que para 0 mesmo anion brometo, a toxicidade aumenta ligeiramente com o
aumento do comprimento da cadeia alquilica (butil para hexil) presente em ambos 0s grupos
principais, imidazdlio e piridinico. O valor de DLso encontrado para o LI [ChAc] indica que o

mesmo apresenta baixa toxicidade.

De um modo geral, no tempo de 48 h foi observada baixa porcentagem de Artemia
salinas mortas no ensaio usando a maior concentragdo (1000 ug/mL) de 2- HEAA, 2-HEAF e
[ChOH]. Os graficos comparativos foram demonstrados no material suplementar (APENDICE
A, Figura A.1). O efeito da toxicida do LI é variavel e depende da sua estrutura quimica
(KEBAILI et al., 2020).
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Os demais LIs apresentaram baixa toxicidade frente a Artemia salina com niveis de
DLso > 250 pg/mL, isso, de acordo com a relagdo estabelecida por Dollabela 1997, indica

compostos de baixa toxicidade ou néo toxico.

Todos LlIs sintetizados nesse trabalho apresentaram menor toxicidade que o LI
comercial amplamente utilizado, o tetrafluoroborato del-octil-3-metimidazolio, cujo valor de
DLso foi de 45,3 pg/mL frente a Artemia Franciscana (TSARPALI; DAILIANIS, 2015).
Reddy et al. (2020) mostraram em seu trabalho que os LIs comerciais estudados, o cloreto de
1-butil-3-metilimidazolio; iodeto de 1-dodecil-3-metilimidazolio e cloreto de 1-hexadecil-3-
metilimidazolio, apresentando valores de DLsg de 1555 pg/mL; 1,279 pug/mL e 1,1507 pg/mL,
respectivamente, frente aos naupilos de Artemia salina. O iodeto de 1-dodecil-3-
metilimidazélio e cloreto de 1-hexadecil-3-metilimidazdlio apresentaram-se mais tdxicos do

que os LIs sinstetizados nessa pesquisa.

Mesmo apresentando baixa toxicidade frente a Artemia salina, analisou-se as
mudancas estruturais nos individuos quando expostos as solugdes de LI, cujos resultados estao
apresentados na Figura 21, a partir das analises de MEV e microscopia Optica dos nauplios. A
critério de comparacdo, foi analisado também os nauplios expostos ao controle negativo

(somente adgua do mar artificial) e controle positivo (solucdo de dicromato de potassio).



Figura 21 — Microscopia Optica e microscopia optica de varredura dos nauplios de Artemia salina expostos ao teste de toxicidade aguda nos
liquidos i6nicos [ChAc], [ChCit] e [ChBis]. Ampliacdo de 100 vezes no microscopio optico e 500 vezes no MEV.

Controle
Microscopio Optico MEV
Agua do
mar
artificial
K2Cr207
L1 [ChAC] L1 [ChCit] LI [ChBis]

Microscopio Optico MEV Microscopio Optico MEV Microscopio Optico MEV

10 pg/mL

100 pg/mL

1000 pg/mL i//

Fonte: elaborada pela autora (2021).
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Os nauplios do grupo de controle negativo (dgua do mar artificial) apresentaram
morfologia tipica, com intestino sem dilatagdes, com limen intestinal translicido e sem
particulas aderidas ao abddmen. O grupo de controle positivo (dicromato de potassio)

apresentou intestino distendido e Artemias salina de tamanho menor pois ndo desenvolveram.

A exposicdo dos nduplios a concentracdo de 10 pg/mL dos LIs [ChAc], [Ch Bis] e
[ChCit], apresentou material denso no trato digestorio e presenca de poucas particulas nas
antenas (observada por MEV). Na concentracdo de 100 pug/mL dos LIs, ndo foram observadas
variac@es significativas comparando com as j& demonstradas na concentracdo de 10 pug/mL,
exceto para os nduplios expostos ao LI [ChBis], apresentaram-se mais frageis e com maior

quantidade de particulas presentes nas antenas.

Em 1000 pg/mL de LI, observa-se que os nduplios sofreram mais danos, o trato

digestdrio mostrou-se dilatado e maior presenca de material denso na superficie do nauplio.

Entdo, conclui-se que os LlIs aqui estudados sdo de carater pouco ou ndo toxico
frente a Artemia salina, de acordo com os valores de DLso e a morfologia, observada a partir
do MEV e microscopia, encontra-se preservada sem perdas de antenas ou rupturas. Os
resultados aqui obtidos possibilitam indicar LIs com menores riscos ecotoxicologicos do que

0s solventes organicos convencionais.

Vale ressaltar que o bioensaio frente a Artemia salina é um teste de toxicidade

preliminar, sendo necessarios estudos complementares.

4.2 Caracterizacio da isoniazida apds cristaliza¢do com liquidos iénicos

Os LIs [ChOH], [ChAc], [ChBenz], [ChCit], [ChBis] (Sintese 2), 2-HEAA ¢ 2-
HEAF, sintetizados e caracterizados no Topico 4.1 foram utilizados na cristalizacdo da
isoniazida com intuito de avaliar a obtengao de novas formas deste farmaco. Foram observadas
sete novas formas de INH:LI, com solubilidade e estabilidade térmica diferente quando

comparados a isoniazida padrao. Essas novas formas sélidas foram caracterizadas por FT-IR,

DSC, TGA, Raios-X, MEV e RMN.
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4.2.1 Anadlise de FT-IR da isoniazida padrdo e das formas de INH:LI

Com o intuito de tragar um comparativo com o produto final, analisou-se

primeiramente o FT-IR da isoniazida padrao (Figura 22).

Figura 22 — Espectro de infravermelho da isoniazida padréo.
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

Os grupos funcionais da isoniazida padrio exibem frequéncias por IR a 3302 cm’!
(estiramento NH), 3104 cm™' (estiramento NH» e as bandas em 3007 cm™ e 3050 cm™ sdo
atribuidas as vibragdes do estiramento C-H do anel aromatico, assim como observado também
por Swapna et al. (2014).

No espectro apresentado na Figura 22, foi observada em 1662 cm™ uma banda
referente ao estiramento C=0 da carbonila do grupo hidrazida, que de acordo com Arungati et
al. (2018) essa banda ¢ a considerada mais representativa no espectro de infravermelho. A banda
em 1632 cm! ¢ atribuida a deformagdo do grupamento NH; da hidrazida CONHNH>. Bandas
de média intensidade em 1550 cm™ e 1602 cm™ estio relacionadas com os estiramentos
simétricos e assimétricos do anel aromético da molécula, respectivamente, e em 1330 cm™,
tem-se uma representacao das vibragdes C-N do anel piridinico.

As bandas em 1490 cm™ e 1408 cm™! correspondem as vibragdes C-CH dentro do

anel. Vibracdo N-N na INH foi relatada em 1156 cm™ por Freitas et al. (2013), em 1118 cm™
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(SHEEJA et al., 2010), banda de média intensidade em 1112 cm™ (ARUNAGIRI et al., 2018),
em 1052 cm™' (KARROUCHI et al., 2020). Nesse trabalho foi observado em 1140 cm™. As
flexdes assimétricas no anel de C-C-C foram observadas em 742 cm™ e C-C-N em 1020 cm™' e
em 675 cm™!, flexdes C-C=0.

Podem ser observadas bandas em 994 cm™ correspondente as deformagdes no plano
no anel aromatico da molécula e em 887 cm!, flexdo C-H fora do plano. Juntamente com banda

' corresponde ao grupamento (-NHz) do espectro de infravermelho também

em 842 cm’
observada no trabalho de (PAULA; VILELA, 2009).

A partir dos dados espectrais da isoniazida padrao, tragou-se um comparativo com
as formas de isoniazida cristalizada nos liquidos id6nicos sintetizados. Os espectros de
infravermelho da isoniazida cristalizada nos liquidos i6nicos [ChOH], [ChAc], [ChBenz] e

[ChCit] estdo expostos na Figura 23.
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Figura 23 — Espectros de infravermelho (FT-IR) da isoniazida
padrdo, INH:[ChOH]; INH:[ChAc]; INH:[ChBenz] e INH:[ChCit].
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

A regido de 3302 cm’! observada na isoniazida padrio (Figura 23a), que
compreende o estiramento NH da amina primaria, surgiu em 3298 cm™ (INH:[ChBenz]), 3302
cm™! (INH:[ChAc]), 3350 cm™ (INH:[ChCit) e em 3429 cm™ (INH:[ChOH)).

As principais variagdes observadas nos espectros de infravermelho da INH:[ChAc]
(Figura 23c) e INH:[ChBenz] (Figura 23d) foram no estiramento C=0O da carbonila, no

estiramento assimétrico do anel aromatico como, também, da ligacdo NH; e NH.
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A INH:[ChCit] e INH:[ChOH] apresentaram banda de baixa intensidade (quando
comparadas com a isoniazida padrio) em 1058 cm™' que corresponde a vibragdes de N-N
localizadas fora do plano de flexdo do anel. A banda correspondente ao estiramento C=0O da
carbonila em 1662 cm™ na isoniazida se desloca para regiio de menor frequéncia (Fig. 23),
1651 cm™ (INH:[ChOH]) e 1654 cm™ (INH:ChCit)).

A banda em 3302 cm™! apareceu deslocada na isoniazida cristalizada em liquido
10nico citrato de colina e hidréxido de colina e o surgimento de uma nova banda em 3421,69

cm’!

em INH:[ChCit]. Sevukarajan et al. (2011) identificaram a formagdo de complexo
molecular de isoniazida com &cido L-(+)-tartarico a partir da observagdo do grupo NH> da
isoniazida protonado em 3317,18 cm™ e 3166 cm™.

Houve ainda variagdo na regido de 1297 cm™ (INH:[ChCit]), regido que
compreende o estiramento C-O do anion do LI e C-N do anel piridinico da isoniazida.

Varia¢des nas bandas em 842 cm™ do grupamento NH; e 742 cm™! atribuidas as
flexdes fora do plano do anel foram observadas nos espectros das formas INH:[ChCit] e
INH:[ChBenz] (como demonstrado na Figura 23).

Tendo que a partir dos raios X por monocristal, o qual sera posteriormente discutido
no topico 4.2.4, a interagdo do LI bissulfato de colina com a isoniazida formou o sulfato de 2-
(4-piridiniocarbonil)-hidrazina, cuja estrutura ja foi previamente relatada por Melo e

colaboladores (2016). Tragcou-se também o comparativo das formas INH:[ChBis] (Figura 24b)
e INH:H>SOq4 (Figura 24c).



Figura 24 — Espectros de infravermelho (FT-IR): a)
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A regido de 3300 cm™! pode ser atribuida também a NH> livre em amidas, em que

os espectros de absor¢do na regido do infravermelho para os trés compostos apresentaram

modificag¢do nessa banda. A regido de C=N do anel piridinico também apresentou modificagao.

Nos espectros demonstrados na Figura 24, observou-se variagdo do grupo C=0

(verificar na Tabela 8). Devido a sobreposi¢do das bandas de vibragdes C-CH do anel, ndo foi

possivel observar o surgimento do pico em 1525 cm™!, mas foi observado varia¢io nessa regido,

fornecendo indicios de protonagao (referente a formacao de grupo NH3).

Os perfis espectrais das formas INH:[ChBis] e INH:H»SO4 revelaram o

aparecimento de bandas na regido de 1036-1207 cm’!, referentes a presenca de & S-O (sulfato),

Benosman et al. (2013) observaram em seu trabalho a presenca de banda na regido de 1105-
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1110 cm™ e Rana e Tiwary (2007) em 1130 cm™! e caracterizam como a presenga do grupo
sulfato.

O surgimento de banda por volta de 1003 cm™ corresponde também ao grupo NH3
(NENKOVA; VASILEVA; STANULOYV, 2008). A Figura 24b e 24c apresentaram modificagdes
nessa regido (aproximadamente 1062 cm™). Devido a complexidade da matriz, os espectros no
infravermelho apresentam-se congestionados e com sobreposi¢des de banda. Contudo, nas
Figuras 24b e 23c apareceram picos de baixa intensidade em 1207 cm™' (INH:[ChBis]) e 1136
cm’! para INH:4cido sulfurico.

Na Figura 24 foram observadas ainda variagdes na regido de 1155 cm’, ao
comparar os espectros do INH:[ChBis] e INH:H>SO4 com a isoniazida padrao, levantando mais
indicios da formagdo de grupos (-NH3") na isoniazida, formando assim o sulfato de 2-(4-
piridiniocarbonil)-hidrazina, tanto com o LI [ChBis], quanto com o acido sulfurico.

Observou-se a presenca de banda no espectro de infravermelho do INH:[ChBis] em
1248 cm! e em 1244 cm™ para o INH:H2SOs, de acordo com Khodaparast et al. (2021), sdo
vibragdes de alongamento assimétrico de S-O.

Pode-se observar mudanga no comprimento de onda relacionado ao estiramento NH
da amina secundéria, como também no estiramento C=0 em 1666 cm™, em que Aitipamula et
al. (2013) consideram que a mudanca nesse comprimento de onda ¢ indicio de interagdo com a
isoniazida (AITIPAMULA et al., 2013).

Melo et al. (2016) indicaram que a formag¢do do sulfato de isoniazida ocorre a
protonag¢do do atomo de amida N3 e do 4&tomo de piridina N». Essa variagao foi significativa na
nova forma cristalizada da isoniazida no liquido 16nico bissulfato de colina e da obtida usando
o acido sulfurico.

As variagdes encontradas na Figura 24 foram sumarizadas na Tabela 8.
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Tabela 8 — Dados espectrais de infravermelho (FT-IR) da isoniazida padrdo; INH:[ChBis]

e INH:H2SOa.
. Isoniazida INH:[ChBis] INH:H,SO,
Grupo Funcional (cm) (cm) (cm)
Estiramento assimétrico -NH 3302 3425 3425
Estiramento NHz_da amina 3104 3101 3093
secundaria
Estiramento da Ilgggao C-Hdo 3007 3056 3052.60
anel aromatico 3050
Estiramento C=0 1662 1658 1695
C-N do anel piridinico 1330 1300,84 1326,90
o 1550 1546 1543
Ligacoes C=C 1602 1589 1580
S=0 - 1248 1244
Vibracdes de N-N localizadas
fora do plano de flexao do anel 1140 - -
aromatico da molécula
SO04* - 1058/1207 1036/1136
742
Flexdes fora do plano do anel 670 738 752
667 670
656
Vibracdes C-CH dentro planodo  1490,93 1490,93 1490,93
anel 1408 1416,38 1420

Fonte: elaborada pela autora (2021).

O espectro de FT-IR da isoniazida cristalizada nos liquidos i0nicos obtidos a partir

do cation monoetanolamina, LIs 2-HEAA e 2-HEAF, sdo demonstrados na Figura 25.
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Figura 25 — Espectros de infravermelho (FT-IR) da isoniazida
padrdo; INH:2-HEAA e INH:2-HEAF.
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

As variagdes mais significativas nos espectros de infravermelho reportados na
Figura 25 foram observados na regido de 3500-3000 cm™. Nessa regiio podem existir bandas
que representam os grupos OH e NH livres ou associados, havendo sobreposi¢do, dificultando
assim a atribui¢cdo da banda (EVORA et al., 2002).

Na forma solida INH:2-HEAA nao foi observada mudanga significativa nas bandas
quando comparada a isoniazida padrao (Figura 25b). As unicas bandas que apareceram
deslocadas em relagdo a isoniazida padrio foi a referente ao C=0 da carbonila em 1658 cm™' e

vibragdo de estiramento do C-N em 1323 cm™.
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A isoniazida cristalizada no liquido i6nico 2-HEAF (Figura 25c¢) exibiu bandas em
820, 924, 943, 1095, 1386 e 1356 cm’!, que ndo foram observadas na isoniazida padrio e na
isoniazida cristalizada em LI 2-HEAA (Figura 25b). Também houve um pequeno deslocamento
da banda referente ao grupamento NH, de 1218 cm™ na isoniazida para 1285 cm’! para
isoniazida cristalizadaem LI 2-HEAF.

De forma geral, os resultados obtidos nesse topico dao indicios de que os LIs
utilizados na cristaliza¢do da isoniazida podem interagir com os atomos de nitrogénio do NHo,
com os atomos de oxigénio do grupo C=0O e o grupamento piridinico C-N da isoniazida.
Mukherjee e Desiraju (2014) identificaram como impressdo digital das interagdes
4cidopiridina o deslocamento na banda em 1330 cm™. Essas modifica¢des sdo demonstradas

na Tabela 9.
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Tabela 9 — Dados espectrais de infravermelho (FT-IR) da isoniazida padréo e das formas
INH:[ChOH]; INH:[ChAc]; INH:[Benz]; INH:[ChCit]; INH:2-HEAA e INH:2-HEAF.

GRUPO FUNCIONAL

AMOSTRA N-H C=0 C-N
(em™) (cm™) (cm™)

Isoniazida padréo 3300 1662 1330
INH:[ChOH] 3429 1651 1285
INH:[ChAC] 3302 1658 1326
INH:[Benz] 3298 1658 1315
INH:[ChCit] 3350 1654 1297
INH:[ChBis] 3425 1658 1300
INH:2-HEAA 3302 1658 1323
INH:2-HEAF 3429 1651 1285

Fonte: elaborada pela autora (2021).

O habito dos cristais de isoniazida nos diferentes LIs podem ser observados por

MEYV e microscopia Optica.

4.2.2 Andlise de microscopia eletronica de varredura (MEV) da isoniazida padrdo e das

formas de INH:LI1

A partir da microscopia eletronica de varredura foi possivel obter a caracterizagdo
morfologica da isoniazida padrdo, das novas formas so6lidas obtidas apos a cristalizacao nos
liquidos i6nicos e nos acidos (utilizados na sintese dos LIs), para analise comparativa.

Na Figura 26 ¢ possivel observar que as particulas da isoniazida padrdo nao
apresentavam morfologia particular, ou seja, ndo foram observados tamanhos regulares de

particulas, resultado observado também por Vadakkan et al. (2015).



Figura 26 — Microscopia eletronica de varredura da
isoniazida padrdo. Ampliacdo da imagem em: a;= 150x;

ad>= 500 x e az= 5000x.
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Fonte: elaborada pela autora (2021).
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A Figura 27 mostra a comparacdo do MEV da isoniazida cristalizada no LI [ChBis]

com a isoniazida cristalizada no acido sulfurico.
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Figura 27 — Microscopia eletronica de varredura: a) isoniazida; b) INH:[ChBis] e c)
INH:H2SO4. As ampliagbes nas imagens sdo: a1 = 150x; a,= 500x; as= 5000x; b:=150x;
b>=1000x; b3=5000x; c1=1000x; c2=2000x e c3=5000x.

Fonte: elaborada pela autora (2021).

A nova forma de isoniazida cristalizadas em liquido 16nico bissulfato de colina 50%
(v/v) apresenta habito acicular com superficie lisa (Figura 27b), ja a forma INH:H>SO4 (Figura
27¢) apresenta também habito acicular, porém com aspecto mais translucido, com formato de
agulhas e pontiagudos. O comprimento dessas formas foi de aproximadamente 208 um e 67
um para a INH:[ChBis] e INH:H>SOs, respectivamente, com largura aproximada de 30 pm para
o INH:[ChBis] e 2-3 pm INH:H>SOs.

Observa-se que as novas formas de isoniazida cristalizadas em liquidos i0nicos
obtidos a partir de hidroxido de colina e acidos carboxilicos, como o acido benzoico, acido
citrico e acido acético, apresentaram formato irregular € com maior extensdo quando

comparados com os acidos dos quais os LIs sdo precursores (Figura 28).
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Figura 28 — Microscopia eletronica de varredura da a) INH:[ChOH]; b) INH:[ChBenz]; c)
INH:acido benzoico; d) INH:[ChAc]; e) INH:&cido acético; f) INH:[ChCit] e g) INH:4cido
citrico. Os subscritos 1, 2 e 3, correspondem a ampliacdo de x1=150x%; X»=500x e x3=5000Xx,
respectivamente.

Fonte: elaborada pela autora (2021).
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Alguns cristais apresentavam formacdo de rosetas cristalinas e superficie aspera,
como a forma INH:[ChCit] (Figura 28f), como também, a formag¢do de aglomerados de
particulas.

A forma INH:[ChBenz] apresentou maior tamanho de particulas entre as trés formas
de isoniazida cristalizadas nos LIs de colina com 4acidos carboxilicos, apresentando tamanho
maximo de 825 um. A forma INH:[ChAc] exibiu tamanho maximo de particula de 202 pm, ¢ a
forma INH:[ChCit] apresentou habito granular com cerca de 14 um. Enquanto, que a isoniazida
cristalizada no liquido i6nico [ChOH] apresentou tamanho de particulas de 4-8 pum, com
aspecto de policristais.

Dando indicios de que dependendo do LI escolhido, existem diferentes formas
morfoldgicas da isoniazida, podendo ser usados para cristalizar firmacos com baixa ou alta
dissolucao.

A isoniazida cristalizada nos acidos precursores apresentaram particulas mais
discretas com tamanhos médios de 9,55-157,57 um para o acido acético, de 19-119 um para o
acido benzoico e a formagdo de grumos com cerca de 2 um com a isoniazida cristalizada no
acido citrico (Figuras 28c, 28e e 28g).

As formas de isoniazida cristalizadas com os liquidos i6nicos 2-HEAA (INH:2-

HEAA) e 2-HEAF (INH:2-HEAF), sdo apresentadas nas Figuras 29a e 29c, respectivamente.
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Figura 29 — Microscopia eletrénica de varredura da a) INH:2-HEAA,; b) INH:écido
acetico; c) INH:2-HEAF e d) INH:acido formico. Os subscritos 1, 2 e 3 nas imagens
correspondem & ampliacdo de x1=200x; x,=500x e x3=5000x, respectivamente.

Fonte: elaborada pela autora (2021).

Observou-se a formacao de agregados com habito de rosetas, como também de
prismas delgados, muito diferentes dos cristais sintetizados nos acidos precursores dos liquidos
ionicos (Figuras 29b e 29d). A forma INH:2-HEAA demonstrou particulas mais largas do que
a forma INH:LI 2-HEAF, obtendo cerca de 38-74 um de largura para a INH:2-HEAA, enquanto
a forma INH:2-HEAF apresentou largura maxima de 5 pm, e apresentando bastdes de 75-290
um para a isoniazida cristalizada no LI 2-HEAA e de 25-57 pm para a isoniazida cristalizada

no LI 2-HEAF.
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A morfologia do cristal ¢ predominantemente determinada pelas interagdes
intermoleculares que sdo unicas para cada molécula e desenvolvem crescimento de planos
cristalograficos com maior ou menor ordem de energia de superficies em dada condi¢ao de
crescimento (PARK; PARK; CHOI, 2014).

Com base nos resultados obtidos nesse topico, os resultados de MEV revelam que
os LIs proporcionam formas e tamanhos de cristais diferentes dos cristais de origem, podendo
interferir na dissolu¢ao dos mesmos.

Diante das modificagdes observadas no habito do cristal, fez-se uso de analises de

TGA/DSC para prever o comportamento térmico apos a cristalizagdo da isoniazida nos Lls.

4.2.3 Anadlises termogravimétricas da isoniazida padrdo e das novas formas obtidas

Com o intuito de comparar o comportamento térmico da isoniazida padrao com as
novas formas sélidas cristalizadas nos liquidos idnicos, foram combinadas as técnicas de analise
termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratdria diferencial (DSC).

A Figura 30 mostra as curvas de TG/DTG da isoniazida padrdo e das formas

cristalizadas nos LIs obtidos a partir do cation colina.
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Figura 30 — Curvas termogravimétricas (em preto) e curva termogravimetria
derivada (em cinza) da a) isoniazida padrdo; b) INH:[ChOH]; c) INH:[ChAc];
d) INH:[ChBenz]; e) INH:[ChCit] e f) INH:[ChBis].
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

As curvas TG/DTG da isoniazida padrao (Fig. 30a) apresentaram duas perdas de

massa consecutivas cineticamente diferentes. O primeiro pico de degradagao ocorreua 270,4 °C

e o segundo a 318,1 °C, com perdas de massa de 84,2% e 14,32% entre os intervalos 170-

275 °C e 275-322 °C, respectivamente (Figura 30a) e Tonset = 169,95 °C.

A forma INH:[ChOH] apresentou um grande pico de degradacdo por volta de

75,9 °C devido a remogado de agua na superficie da amostra. Nesta amostra, acontecem duas
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reacdes que sdo parcialmente sobrepostas, apresentando perda de massa relativamente
semelhante de 45,94% a 259,2 °C ¢ 30,14% a 305,8 °C ¢ Tonset = 220 °C.

Ja a forma INH:[ChAc] apresentou comportamento muito semelhante a isoniazida
padrdo, sendo observadas duas perdas de massa consecutivas em 265,3 °C e 321,8 °C, Tonset =
208 °C. A perda de massa no primeiro pico foi 77,18% (7,02% menor, quando comparado ao
primeiro pico da INH) e no segundo pico foi de 21,99% (7,67% maior que a INH) (Figura 30c).

A forma INH:[ChBenz] apresentou dois picos representativos com perdas de massa
de 71,21% e 27,94%, nos picos de 265,5 °C e 324,1 °C, respectivamente e Tonset = 209,02 °C
(Figura 30d), com picos muito semelhantes aos apresentados na curva TG/DSC da forma
INH:[ChACc] e da isoniazida padréo.

Na curva TGA/DTG da forma INH:[ChCit] foi observado o primeiro evento,
correspondente a desidratacéo do farmaco, em 88,4 °C, o segundo evento foi em 190,5 °C, com
apenas 3,61% de perda de massa, e o terceiro ocorreu em 318 °C, com perda de massa de
73,94% e Tonset = 278,49 °C.

As curvas TG/DTG da forma INH:[ChBis] (Figura 30f) evidenciam a ocorréncia de
interagdo entre a isoniazida e o liquido i6nico bissulfato de colina, surgindo trés perdas de massa
distintas, duas consecutivas em 237 °C e 273 °C, com perda de massa de 18,4% e 32,66%,
respectivamente, € o terceiro evento de degradagdo ocorreu a 391 °C, com perdas de massa de
33,2% € Tonset = 215,43 °C.

As curvas TGA/DTG da isoniazida e isoniazida cristalizada nos LIs a base de

monoetanolamina reportados neste trabalho sdo apresentados na Figura 31.



102

Figura 31 — Curva termogravimétrica (preto) e curva
termogravimétrica derivada (em cinza) da a) isoniazida
padréo; b) INH:2-HEAA e c) INH:2-HEAF.
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

As formas INH:2-HEAA e INH:2-HEAF apresentaram um evento endotérmico
entre 25-100 °C, atribuido a perda de dgua superficial. Outro evento térmico foi observado em
117 °C (INH:2-HEAA) e 143,1 °C (INH:2-HEAF), podendo ser caracteristico da ruptura de
ligagdes de hidrogénio intramoleculares, como eliminacao de 4gua para formagao de anidro, ou
degradacao dos LIs. De acordo com Bickac et al. (2005), a degradacao do LI 2-HEAF ocorre a
150 °C. No espectro de FT-IR dessas formas so6lidas sdo identificadas bandas caracteristicas de
grupos funcionais do LI

Por ultimo, apresentam-se picos correspondentes a degradacdo da INH:2-HEAA em
237 °C e 307,2 °C, com perda de massa de 58% e 25,6%, respectivamente (demonstrados na
Figura 31b) € Tonset = 203 °C. E na forma INH:2-HEAF dois eventos também sio observados,

ocorrendo em 256,5 °C e 321,3 °C, o primeiro com perda de massa de 61,49% e o segundo com
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perda de massa de 25,65%, ambos atribuidos ao processo de decomposi¢do térmica do material,
como observado na Figura 31c € Tonset = 203 °C.

O comportamento do termograma apresentado na Figura 31c foi muito semelhante
ao reportado na Figura 31b. Contudo, foi possivel observar um deslocamento a direita nos picos,
ou seja, 0s eventos ocorreram a maior temperatura do que os observados no termograma
anterior (INH:2-HEAA), caracterizando assim uma maior estabilidade da forma INH:2-HEAF
do que para INH:2-HEAA.

A maior quantidade de fracao residual para as formas INH:[ChCit], INH:[ChOH] e
INH:[ChBis] pode ser atribuida a dificuldade de decomposicdo da isoniazida cristalizada
devido a condensagao que ocorre durante a cristalizacdo com os LIs utilizados.

Na Figura 32 estdo apresentados os graficos de DSC da isoniazida padrdo e das

formas de isoniazida cristalizadas nos LIs a base de colina.
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Figura 32 — Curva de calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) para a) isoniazida padrdo; b) INH:[ChOH]; c)
INH:[ChAc]; d) INH:[ChBenz]; e) INH:[ChCit] e f)

INH:[ChBis].
1 : -
_ lexo f) INH:[ChBis]
0
17 .
e) INH:[ChCit]
0
14 d) INH:[ChBenz]
=)
E
S
S c) INH:[ChACc]
2 1
a)
0
] b) INH:[ChOH]
0,5
0,0
24 a) Isoniazida
1 4
0 —

I T I T I T I

100 200 300 400 500
Temperatura (°C)

Fonte: elaborada pela autora (2021).

De acordo com a andlise de DSC, a isoniazida exibe um tnico pico de fusdo
endotérmico a 176 °C, o que ¢ concordante com a literatura, como no trabalho de Diniz ef al.
(2018a). A forma INH:[ChBis] apresentou dois picos de fusdo endotérmicos em 207,2 °C e 284
°C. Melo et al. (2016), obtiveram ponto de fusdo muito semelhante para o sal de isoniazida
(isoniazida com acido sulfurico), atingindo valores de 203-205 °C para o sulfato de isoniazida

e sulfato de isoniazida hemi-hidratado. As formas INH:[ChOH], INH:[ChAc], INH:[ChBenz]



105

e INH:[ChCit] apresentaram picos de fusdo endotérmico em 79/156/203 °C; 171,40 °C; 170,10
°C ¢ 90/256,30/319 °C, respectivamente.

Sabe-se que em compostos ou em misturas de materiais ¢ possivel haver mais de
um ponto de fusdo, pois podem existir materiais que se fundem a temperaturas distintas. Na
INH:[ChCit] e INH:[ChOH], a primeira endoterma (79 °C para a INH:[ChOH] e 90 °C para a
INH:[ChCit]) corresponde possivelmente a fusdo do LI na amostra.

O LI acetato de colina apresenta temperatura de fusdo a 80 °C (LI, Z. et al., 2012;
ZHANG et al., 2012). Foi possivel observar um evento endotérmico muito pequeno por volta
de 69,1 °C, corroborando com o pressuposto de haver LI na superficie da isoniazida. De forma
similar, a forma INH:[ChBenz] exibiu pico de fusdo por volta de 50 °C, possivelmente devido
a fusdo do LI [ChBenz].

As curvas de DSC das formas INH:LI 2-HEAA e INH:LI 2-HEAF estao

representadas na Figura 33.
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Figura 33 — Curva de calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) da a) isoniazida padrdo; b) INH:2-HEAA e c¢)
INH:2-HEAF.
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

A Figura 33 demonstra que as formas INH:LI 2-HEAA e INH:LI 2-HEAF
apresentaram picos de fusdo endotérmico em 162,80 °C e 165,60 °C, respectivamente. O LI 2-
HEAA apresenta temperatura de fusio de 64,85-65,85 °C (PENTTILA; UUSI-KYYNY;
ALOPAEUS, 2014), na amostra INH:2-HEAA foi possivel observar picos nessa faixa de
temperatura, pico largo por volta de 47-75 °C . A isoniazida cristalizada nos LIs 2-HEAA e 2-
HEAF apresentaram diminui¢do na temperatura de fusdo quando comparadas a isoniazida
padrao.

O perfil térmico do INH:LI 2-HEAA e INH:LI 2-HEAF sao distintos, com
temperatura de fusdo diferentes dos componentes individuais, indicando que houve

modifica¢do na estrutura da isoniazida.
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Por apresentarem temperatura inicial de degradagdo maior que a isoniazida padrao,
pode-se considerar que as formas se apresentaram mais estaveis apos a cristalizagdo nos LIs. A
mudanga nos pontos de fusdo entre as formas solidas pode ocorrer devido a formacao de
interacao de ligacdo ndo covalente entre um IFA e co-formadores, alteragdo nos arranjos de
empacotamento (como transicdo polimorfica, a formacdo de misturas solidas eutéticas ou
solugdo solida) (NGILIRABANGA et al., 2020).

Analisando as Figuras 30 a 33 foi possivel determinar as propriedades térmicas
(temperatura de fusdo Trusao € temperatura inicial de degradagdo Tonset) da isoniazida padrao e
das formas obtidas apds a cristalizagdo com os diferentes liquidos i6nicos sintetizados

(INH:LI), as quais foram listadas na Tabela 10.

Tabela 10 — Temperatura de fusdo (Ttusi0) € temperatura inicial de degradacéo
(Tonset) da isoniazida padrdo e das formas obtidas ap6s a cristalizagdo com 0s
diferentes liquidos ibnicos sintetizados (INH:LI).

Amostra T fuszo (°C) Tonset (°C)
Isoniazida padréo 176,00 169,95
INH:[ChAC] 69,1/171,40 208
INH:[ChCit] 90,6/256,30/319 278,49
INH:[ChBenz] 50/170,10 209,02
INH:[ChOH] 79,8/156,70/203,00 220,79
INH:[ChBis] 67,9/207,20/284 215,43
INH:2-HEAA 47,1/162,80 203
INH:2-HEAF 48,7/165,60 203

Fonte: elaborada pela autora (2021).

Diante dos resultados obtidos nas anélises térmicas, e dentro da perspectiva de que
a estabilidade térmica de uma amostra cristalina pode ser entendida em termos da ruptura da
sua estrutura quando exposta a um processo de aquecimento, foi definida a seguinte ordem de
estabilidade térmica: INH:[ChCit] > INH:[ChOH] > INH:[ChBis] > INH:[ChBenz] >
INH:[ChAc] > INH:2-HEAF > INH:2-HEAA > Isoniazida padrao.

Uma andlise geral indica que a ruptura da estrutura cristalina das formas de
isoniazida cristalizadas nos liquidos i6nicos ocorreram em temperaturas mais elevadas quando

comparadas com a isoniazida padrao.
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4.2.4  Difragdo de raios-X por monocristal (MDRX)

Uma vez obtidas as amostras monocristalinas, os experimentos de difragdo de raios-
X por monocristal foram realizados com o intuito de construir um modelo tridimensional. Para
as formas INH:[ChBenz], INH:[ChAc], INH:2-HEAF ¢ INH:2-HEAA os dados exibiram
estruturas ja reportadas na literatura, para a isoniazida. Para as formas INH:[ChCit] e
INH:[ChOH], nao foi possivel realizar a analise dado que os cristais formados se apresentaram
como policristais, como observado também por MEV, cujas particulas apresentaram tamanho
maximo de 14 pm.

Entretanto, com os dados de raios-X por monocristal foi possivel confirmar o
surgimento de um sal de isoniazida com o liquido i6nico bissulfato de colina em que houve
apenas a participacdo do anion sulfato do LI, formando o sulfato de 2-(4-piridiniocarbonil)
hidrazina. Possivelmente a interagdo do anion sulfato foi mais forte com a isoniazida do que
com a colina do liquido i6nico, e possivelmente o anion sulfato dissociou do cation (colina) e
associou a isoniazida, levando a formacao de siton supramolecular com os 4&tomos de nitrogénio
da hidrazina e piridina.

Li et al. (2007) relataram que a agua aumenta significativamente o grau de
dissociacdo dos LIs. Os LIs formam uma rede tridimensional de anions e cétions ligados por
ligagdes de hidrogénio, tanto no estado sélido quanto no estado liquido, com isso, ao formar
fortes ligagdes de hidrogénio com os anions, a agua tendera a separar os anions e cations nas
solugdes aquosas e quebrar as estruturas agregadas dos liquidos i6nicos, promovendo sua
dissociacao (LI, W. et al., 2007).

A fim de verificar a interferéncia do solvente na possivel dissociacao do liquido
10nico, realizou-se o ensaio de cristalizagdo por evaporacdo do solvente da isoniazida com o
liquido i6nico bissulfato de colina utilizando os solventes: metanol 50% (v/v), acetonitrila (50%
v/v) e etanol 99,5% (v/v). Para todos os solventes utilizados, os resultados obtidos por difracao
de raios X por monocristal foram iguais aos encontrados ao utilizar etanol 70% (v/v), ou seja,
formacao do sulfato de 2-(4-piridiniocarbonil) hidrazina, com a estrutura ja reportada em Melo
et al. (2016), que formou sulfato de 2-(4-piridiniocarbonil)-hidrazina utilizando 4cido sulfurico.

A estrutura quimica desse composto estd demonstrada na Tabela 11.
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Tabela 11 — Estrutura quimica e dados obtidos por difragdo de raios X por monocristal para a
isoniazida cristalizada no LI [ChBis] em diferentes solventes (etanol 70% v/v; etanol 99% v/v;
metanol 50% v/v e acetonitrila 50% v/v).

Amostra Nome Refinamento Estrutura Quimica

INH:[ChBIs] em
etanol 70% v/v

Grupo espacial:

. P 2i/n?
INH:[ChBis] em a
etanol 99% v/v Sulfato de 2-(4- g gggggg;ﬁa HN|+ N

piridiniocarbonil) ; 2 AN 9

INH:[ChBis] em -hidrazina Zg%.fam(?)/& [ ™ oo

0,
metanol 50% v/v  98.2460(10)° ?

y 900 a

INH:[ChBis] em
acetonitrila 50% v/v

2: obtido de Melo et al., 2016.
Fonte: elaborada pela autora (2021).

Fazendo um apanhado dos compostos de isoniazida ja reportados no banco de
estruturas cristalinas do Cambridge Structural Database (CSD), a pesquisa retornou mais de
30 registros. Para os acidos precursores dos liquidos i6nicos sintetizados nessa pesquisa , foram
encontrados registros de cocristais de isoniazida obtidos com acido benzoico (SARCEVICA et
al., 2013) e sal de isoniazida com acido sulfarico (MELO et al., 2016).

Diante disso, tem-se forte evidéncia de predizer se ha a formacao de sal ou cocristal
a partir da “regra do pKa”. Para os 4cidos utilizados nessa pesquisa, pode-se observar os valores

de ApKa (pKavase — pKacido)) na Tabela 12.

Tabela 12 — Valores de pKa (25 °C) e ApKa calculados para a reagdo da isoniazida com os

acidos precursores dos liquidos 16nicos.

Composto pKal;pKa2;pKa3 ApKa
Isoniazida 3,502 -
Acido benzoico 4,20P -0,70

, 3,13° 0,37
Acido citrico 4,76° -1,26
6,40° 3,13

Acido sulfdrico -3,00¢ 6,50
Acido férmico 3,75° -0,25
Acido acético 4,75" -1,25

2. (DINIZ et al., 2018a)

b: (ZERDOUMI; BENSLIMANE, 2014)
¢: (TELLERS et al., 2021)

d: (SHIN; JEON; BAEK, 2012)

Fonte: elaborada pela autora (2021).
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De acordo com a “regra do pKa”, os acidos benzoico, férmico, acético e citrico
(levando em consideracdo a segunda dissociagdo do acido citrico) exibem forte evidéncia a
formar cocristal, tendo em vista que os valores de ApKa foram menores que zero. Sarcevica et
al. (2013) sintetizaram e caracterizam cocristal de isoniazida com acido benzoico, constatando
que a intera¢do do acido benzoico com a isoniazida ¢ dada por ligagdes de hidrogénio com o N
da piridina (O-HN). A protona¢do da isoniazida pode ser favorecida em diferentes locais,
dependendo do pH (pKa 1,8 - nitrogénio hidrazinico, 3,5 - nitrogénio piridinico e 10,8 - grupo
acido) (DE AGUIAR et al., 2015; OFOEFULE et al., 2002).

J& para o écido sulfurico e acido citrico (de acordo com a terceira dissociagdo do
acido citrico), apresentam forte evidéncia de formar sal, tendo que os valores de ApKa foram
maiores que 3. Melo et al. (2016) sintetizaram e caracterizaram sal de isoniazida com acido
sulftrico, o sulfato de isoniazida, como reportado também sua estrutura no CSD e discutida

anteriormente no inicio desse topico (Topico 4.2.4).

4.2.5 Difracgdo de raios X de pé (PDRX)

A ocorréncia de novas interagdes na isoniazida promove arranjos supramoleculares
diferentes na fase cristalina, o qual pode ser analisado a partir de mudangas no perfil de difragao
do material. Com isso, o perfil de difragdo das formas cristalinas de INH em LI foram
comparadas com a isoniazida padrao.

Na Figura 34, a isoniazida padrdo, apresenta reflexdes intensas em 14,12°, 16,86°,
18,40°, 19,60°, 22,92° ¢ 28,29°, indicando sua natureza cristalina. Padrdao semelhante para esse

farmaco foram descritos por Souza et al. (2021).



Figura 34 — Difratograma de raios-x da isoniazida padrao.
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

100

111

A Figura 35 apresenta os difratogramas de raios X em po da isoniazida e comparado

com a isoniazida cristalizada nos LIs a base de colina.
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Figura 35 — Difratograma de raios X em p0: a) isoniazida; b) INH:[ChOH], c)
INH:[ChAc]; d) INH:[ChBenz]; e) INH:[ChCit] e f) INH:[ChBis]. Em cinza,
ampliacdo na faixa de 10 a 50° dos difratogramas.
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

Contudo, as formas INH:LI (Figura 35) mostraram auséncia de picos caracteristicos
da isoniazida, como também diminui¢do da intensidade, indicando a presenca de porcdes
amorfas ap6s a incorporagao do LI na matriz do cristal, o que pode refletir na estabilidade e na
taxa de liberag¢ao do farmaco.

A forma INH:[ChAc] apresentou picos mais intensos que a isoniazida padrao,
corroborando com a analise térmica DSC, que essa forma apresentou maior temperatura inicial
de degradacao que a isoniazida padrdao, no entanto, essa forma também apresentou porcdes
amorfas. Na forma INH:[ChBenz], houve diminui¢do na intensidade dos picos, indicando que
a estrutura estava mais amorfa quando comparada com a isoniazida padrao.

As andlises térmicas (TGA e DSC) demonstraram mais de uma temperatura de
fusao para INH:[ChOH], INH:[ChCit] e INH:[ChBis], indicando a presenga de diferentes
compostos que se fundem em temperatura diferente, em base disso e analisando os padrdes de
DRX destas formas, tem-se que os empacotamentos cristalinos apresentaram diferentes
simetrias, por sua vez, os grupos espaciais sao diferentes, o que pode ter levado a formagao de

Novos compostos.
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A Figura 36 demonstra a comparacao dos perfis de difracao de raios X da INH com

as formas INH:[ChBis] e INH:[H2SOy4].

Figura 36 — Difratograma de raios-X em pé da isoniazida padrao; INH:LI bissulfato
de colina e INH:H2SO4. Em cinza, ampliagdo na faixa de 10 a 40°.
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

As formas INH:[ChBis] e INH:[H2SO4] exibiram um padrao de raio X cristalino
muito semelhante entre si e distintos da isoniazida padrao (Figura 36). Além disso, as amostras
apresentaram perfil menos cristalino que a isoniazida padrao ao observar a intensidade maxima
dos picos do difratograma. O mesmo comportamento foi reportado por Pessoa et al. (2020),
que reportaram uma diminui¢do na intensidade dos picos do difratograma obtidos apds
formagdo do composto de isoniazida com resveratol (PESSOA et al., 2019). Foram observados
ainda presenca de contetido amorfo, ausente na isoniazida padrao.

A INH:[ChBis] exibe reflexdes mais intensas em 10,71°, 19,5°, 22,86°, 25,3, 29,2°,
43,46°, 65,53° e 78,34°, ja a forma INH:H>SO4 exibe as mesmas reflexdes, porém deslocadas
para a direita do grafico, 10,83°, 19,8°, 22,9°, 28,9°, 29,37°, 43,79°, 68,15° e 80,1°. De forma
geral, os padrdes cristalograficos foram semelhantes nas duas formas avaliadas, corroborando
com os resultados de raios-X por monocristal que identificou a formagao do sulfato de 2-(4-

piridiniocarbonil)-hidrazina.
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Na Figura 37 s@o demonstrados os difratogramas de raios-X das formas INH:2-

HEAA e INH:2-HEAF.

Figura 37 — Difratograma de raios-X em pod: a)

isoniazida; b) INH:2-HEAA e c) INH:2-HEAF.
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

Observa-se que apds a cristalizagdo nos LIs 2-HEAA e 2-HEAF, essas formas
apresentaram halos amorfos o que possivelmente ocasionou a diminui¢do na temperatura de

fusdo (Topico 4.2.3).
4.2.6 Solubilidade em equilibrio

Nesse topico sera abordado o estudo da solubilidade das formas de isoniazidas

cristalizadas nos liquidos i6nicos sintetizados (INH:LI) e usando um dos 4cidos precursores, o
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acido sulfurico (INH:H2SO4), em dgua deionizada a 25 °C, e entdo comparado com a
solubilidade da isoniazida padrao nas mesmas condicdes.
Na Tabela 13 estdo sumarizados os valores de solubilidade da isoniazida padrao e

das formas obtidas.

Tabela 13 — Valores de solubilidade da isoniazida padrdo e das formas INH:LI em agua

(25 °C).

= Comprimento de onda Solubilidade em agua a
orma

(nm) 25 °C (mg/mL)
Isoniazida padréo 263 137,39 + 2,01
INH:[ChOH] 270 9,21+£0,16
INH:[ChAC] 263 190,58 + 2,32
INH:[ChBenz] 263 98,20 + 0,95
INH:[ChCit] 267 1,22 + 0,06
INH:[ChBis] 267 167,22 + 3,02
INH:H2SO4 267 242,73 £2,34
INH:2-HEAA 263 220,59 + 0,63
INH:2-HEAF 263 205,30 + 3,85

Fonte: elaborada pela autora (2021).

As formas INH:[ChAc]; INH:[ChBenz]; INH:2-HEAA ¢ INH:2-HEAF
apresentaram o mesmo comprimento de onda em agua que a isoniazida padrdo, fornecendo
indicios que os LIs utilizados estavam na superficie do agregado influenciando na solubilidade,
apresentando valores de 220,59 mg/mL; 205,30 mg/mL; 190,58 mg/mL e 98,20 mg/mL,
respectivamente, quando comparados com a INH que apresentou solubilidade de 137,39
mg/mL.

A influéncia da solubilidade em 4gua da isoniazida conciliada com LIs observada
nesse estudo, pode abrir novas perspectivas para o estudo de equilibrio sélido-liquido.

A elevada polaridade dos acidos precursores dos LIs [ChAc], INH:2-HEAA e
INH:2-HEAF garantiram o aumento da solubilidade da isoniazida em dagua, ja4 a forma
INH:[ChBenz], apresentou menor solubilidade quando comparado com a isoniazida padrao
uma vez que a molécula do benzeno do LI € apolar, diminuindo assim a solubilidade do meio.

A forma INH:[ChBis] obteve solubilidade méxima em agua de 167,22 mg/mL,
indicando a formag¢do de uma forma mais soluvel do que a isoniazida padrao. O mesmo foi
observado para a forma INH:H2SO4, com solubilidade de 242,73 mg/mL. A solubilidade de um

insumo farmacéutico ativo ¢ considerada uma de suas mais importantes propriedades, por estar
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relacionada a sua absor¢do e consequentemente a eficacia terapéutica (BLAGDEN et al., 2007;
DINIZ, 2017). A isoniazida apresenta alta solubilidade e a mesma nao foi afetada negativamente
apo6s a formagao dessas novas formas.

As formas INH:[ChCit] e INH:[ChOH] apresentaram solubilidade de 1,22 mg/mL
e 9,21 mg/mL, respectivamente. A baixa solubilidade dessas formas fornece indicios da
formag¢ao de um polimorfo menos soluvel. De acordo com Limberger (2011) e Souza (2005), a
estabilidade apresentada pelos polimorfos, faz com que o farmaco apresente um ponto de fusao

mais elevado e uma solubilidade mais baixa.

4.2.7 Ressondncia magnética nuclear de 'H da isoniazida padrdo e das formas INH:LIs

Os espectros de RMN de 'H e *C foram avaliados com o objetivo de investigar se
houve a ocorréncia de interagdes intermoleculares da isoniazida com os liquidos i6nicos.
Modificagdes nos valores de deslocamentos quimicos no espectro de um sistema de liquido
ionico com IFA em relagao aos componentes separados (liquido idnico e IFA), nas mesmas
condigdes, permite estabelecer a natureza da interacdo (BENDER, 2018; MAHAJAN;
SHARMA; MAHAJAN, 2012).

Obteve-se primeiramente o espectro de ressonincia magnética nuclear de 'H da
isoniazida padrio, o qual se encontra na Figura 38. Os deslocamentos quimicos de 'H e 1*C sdo

apresentados na Tabela 14.
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Figura 38 — Espectro de RMN de 'H da isoniazida padrio em DMSO-d6.
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

Tabela 14 — Deslocamentos quimicos de H e *C da isoniazida padrao.

Amostra 'H (ppm) 13C (ppm)
Isoniazida padréo 1’—n
1’ - 4,63 2 _n
2°-10,10 3-1215
3-773 4’1408
4-870 5’ - 140,8
5°-8,70 6°—-1215
6>—7,73 7’ —150,7
7 -n 8’ - 164,4
8 —n

Fonte: elaborada pela autora (2021).
n: ndo existe.

Os dubletos 7,73 ppm e 8,70 ppm foram atribuidos aos hidrogénios 3°-6’ ¢ 4°-5°,
respectivamente. Em 4,63 ppm e 10,10 ppm foram observados os sinais de singletos dos
hidrogénios 1’ e 2’, respectivamente (Figura 38). A atribui¢ao dos deslocamentos quimicos de

'H est4 coerente com dados ja exibidos na literatura por Nunes (2018).
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Na Tabela 15 sio exibidos os deslocamentos quimicos de 'H do liquido idnico e da
isoniazida ap0s a cristalizagdo. As figuras comparativas dos espectros de RMN de 'H podem

ser observadas nas Figuras B.1 a B.7 do APENDICE B.
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Tabela 15 — Deslocamentos quimicos de *H dos liquidos i6nicos na presenca de isoniazida e
deslocamentos quimicos de *H e 13C da isoniazida na presenca dos liquidos i6nicos. (continua)

L1 hidréxido de colina | ;3 (PPMdOLEIH — (ppm) — da|®C  (ppm)  da
(na presenca de | isoniazida (na | isoniazida (na
1 2 OHl4 isoniazida) presenca do LI) presenca do LI)
Nyt -
1 {/T 3 |[HO |1-313;311 [1°-3,52 1’ —ne
] 2-3,43 2°-no 2’ —-ne
3-3,86 3 -7,67;7,80 3°-123,7;121,6;
Isoniazida 4 -no 4’ -8,50; 8,67; 8,71 212,9; 123,0 (li)
" 5°-8,50; 8,67;8,71 | 4’ —no
6’ -7,67;7,80 5°-no
7’ —ne 6’ —-123,7; 121,6;
8 —ne 212,9; 123,0(1i)
7> —149,6; 150,4;
150,6; 149,0
(1i); 149,1 (li);
150,7 (i)
8 —-167,6
LI acetato de colina 'H (ppm)do | *H (ppm) da 3C (ppm) da
LI (na isoniazida (na isoniazida (na
1 2 E)H o | presenca de presenca do LI) presenca do LI)
. lﬁlr“ﬁ'“;’ H,c—-fo_ isoniazida)
: : 1-313 1’-3,95 1’ —ne
_— 2-3,43 2°-no 2’ —ne
Isoniazida 3386 3°-7,68:7,75: 7,80 | 3° —121,0; 121,1;
1 4-1,79 4’ -8,51; 8,68; 8,70 121,4; 123,2
5-no 5°-8,51;8,68;8,70 | 4>—-140,3
6>—-7,68;7,75;7,80 |5 -140,3
7’ —ne 6°-121,0;121,1;
8 —ne 121,4; 123,2
7’ —149,1; 149,9;
150,1; 150,2
8 —-163,7
'H (ppm) do 'H (ppm) da 13C (ppm) da
LI (na isoniazida (na isoniazida (na
presenca de presenca do LI) presenca do LI)
isoniazida)
1-3,14 1°-3,96 1’ —ne
2-3,45 2°-no 2’ —ne
3-3,86 37,76 3°-1215
4-788 48,70 4> -140,8
5-7,34 5°-8,70 5°-140,8
6-7,35 6> 7,76 6> 1215
7-7,34 7’ —ne 7> —150,6
8-7,88 8 —ne 8 -164,1
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Tabela 15 — Deslocamentos quimicos de *H dos liquidos i6nicos na presenca de isoniazida e
deslocamentos quimicos de *H e 13C da isoniazida na presenca dos liquidos i6nicos. (continua)

LI citrato de colina

1 2 O OH O
\N+/\‘/OH 4 5
H
1 0 0
Isoniazida
y

0

H (ppm) do LI |*H (ppm) da|'C (ppm) da
(na presenca de | isoniazida (na | isoniazida (na
isoniazida) presenca do LI) presenca do LI)
1-311 1’-3,47 1’—ne

2-3,40 2’>-no 2’ —ne

3-384 3 -7,82; 7,73 (li) | 3°—-121,8;121,5 (li)
4256 4’ —8,80; 8,70 (li) | 4>—139,9 (li)
5-2,56 5°—8,80; 8,70 (li) | 5> —139,9 (li)

6> —7,82: 7,73 (i)
7’ —ne

6> —121,8; 121,5 (li)
7>~ 151,0; 150,6 (Ii)

LI bissulfato de colina

oH _9 =
0—$-OH
0

1 2
~ LN
/N 3
17|
1
Isoniazida
)y

(na presenca de

isoniazida (na

8 —ne 8 —-164,8;171,8;
4 177,2
H (ppm) do LI | *H (ppm) da 13C (ppm) da

isoniazida (na

isoniazida) presenca do LI) presenca do LI)
1-3,12 1°’-4,41 1° —ne
2-3,42 2°-no 2’ —ne
3-3,84 3°-7,83;7,72 3°-121,8; 1215
4-no (1); 7,80 (1) (1); 123,2 (li)
4’ -8,80; 8,76 4°-139,9
(lh); 8,70 (li) |5°-139,9
5°> —8,80; 8,76 6>-121,8;121,5
(17); 8,70 (1) (1); 123,2 ()
6>—-7,83;7,72 7’ - 151,0; 150,6 (li)
(l); 7,80 (li) | 8 —164,8
7’ —ne

8’ —ne
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Tabela 15 — Deslocamentos quimicos de *H dos liquidos i6nicos na presenca de isoniazida e
deslocamentos quimicos de 'H e *C da isoniazida na presenca dos liquidos i6nicos.

(concluséo)

LI 2-HEAA 'H (ppm) do LI | *H (ppm) da 13C (ppm) da
5 0 (na presenca de isoniazida (na isoniazida (na
L3N.WOH )J\ _ isoniazida) presenca do L1I) presenca do LI)
HsC o]
3 . 1-no 1’-4,76 1’—ne
Isoniazida 2-2,87 2°-10,11 _ 2’ —ne
. 3-3,54; 3,59 3°-7,73; 7,71 (li) |3>-120,9
4-1,81 7,77 (i) 4 —140,2
4> —8,70; 8,54 (li); | 5> —140,2
8,80 (Ii) 6> —120,9
5°-8,70; 8,54 (li); | 77 —150,1
8,80 (Ii) 8 —163,8
6> —7,73; 7,71 (i)
7,77 ()
7 —ne
8 —ne
LI 2-HEAF 'H (ppm) do LI | *H (ppm) da 13C (ppm) da
i 0 (na presenca de isoniazida (na isoniazida (na
1 isoniazida resenca do LI resenca do LI
SN A ) preseng ) presenc )
3 1-no 1’ -3,40 1’ —ne
! 2-282 2’ —no 2’ —ne
Isoniazida 3-3,57 3 -7,67;,7,80 3> -123,7;121,6;
' 4 —8,45 4’ —8,50; 8,67, 212,9;
8,71 123,0(1i)
5’ - 8,50; 8,67, 4’>—-no
8,71 5°-no
6’ —7,67;7,80 6’ —123,7; 121,6;
7 —ne 212,9;
8 —ne 123,0(1)
7’ — 149,6; 150,4;
150,6; 149,0
(1i); 149,1 (li);
150,7 (i)
8 - 167,6

Fonte: elaborada pela autora (2021).

no: ndo observado;
ne: nao existe;
li: baixa intensidade.

A partir da variacdo nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios da isoniazida
padrao em relacao a isoniazida cristalizada em LI (dados que foram sumarizados na Tabela 15),
pode-se inferir que houve variagdo nas caracteristicas espectrais da isoniazida, devido a
redistribuicdo da densidade eletronica, sugerindo que as moléculas de isoniazida se encontram

em ambiente quimico diferente, essas variagdes foram mostradas na Tabela 16.
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Os resultados demonstrados na Tabela 16 mostram a variagdo nos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios da isoniazida e dos liquidos i6nicos ap6s a cristalizagdo com liquido
ionico. O Adiu 'H (ppm) foi a avaliado ASmn = Siu— SNHemmniL € 0 ASLr 'H (ppm) por Adw

= OLI - OLIemINH:LI.

Tabela 16 — Diferenga do deslocamento quimico de hidrogénio da isoniazida (AdiNH) €
diferenca do deslocamento quimico de hidrogénio do LI (AdvLi). (continua)

A8k *H (ppm)

AdLi 'H (ppm)

INH:LI hidroxido de colina 1’111 1—sv
2’—-no 2-0,26
[ .2 OH]|4 3’ -0,06 3-0,07
1 [)T o 4-0,20
1 5°-0,20
6> —0,06

AdinH *H (ppm)

AdL1 *H (ppm)

INH:LI acetato de colina 1’-0,68 1-0,01
2’—no 2-0,01
, s 3> -0,05 3-0,02
1 OH O ’
‘\,N+,-\./ 4 —0,19 4_0104
ST ch_éo' 5 -0,19 5o
1 6> —0,05

ASinH H (ppm)

AdLi *H (ppm)

6’ —-0,09

INH:LI benzoato de colina 1’-0,67 1-sv

2’—-no 2—-5v
3°-0,03 3-0,01
. , 25 4 4’ —sv 40,05
Wy o 5 —sv 5-0,06

. 3 - >
17| 0 6’ —-0,03 6-0,11
1 7os 7-0,06
8 -0,05
Adinn tH (ppm) ASL1 H (ppm)

INH:LI citrato de colina 1’-1,16 1-sv
2’—-no 2-0,16

12 . 0 OH 0 3°-0,09 3-sv
N o N Ay 4-0,10 4-0,04
17| 07 oH 5°-0,10 50,04
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Tabela 16 — Diferenca do deslocamento quimico de hidrogénio da isoniazida (Adinn) € diferenca
do deslocamento quimico de hidrogénio do LI (AdvLi). (concluséo)

Adinn *H (ppm) AdLi *H (ppm)
INH:LI bissulfato de colina | 1°—0,22 1-0,01
2’ -no 2-0,02
1 2 o . 3’-0,10 3-0,02
N +,\/OH - .
NN 0=8-oH 4 -0,10 4-471
+ 7 5 5°-0,10
6’-0,10
Adinv tH (ppm) AdL1 *H (ppm)
INH:LI 2-HEAA 013 1-no
o 2> -0,01 2-0,12
2 3’ —sv 3-0,03
1 b
HsN./‘\\/DH HBCJLO_ 4’ — sy _ 3’59
; ) 5 _sv 4-0,11
6’ —sv
Adinn H (ppm) AdL1 tH (ppm)
INH:LI 2-HEAF 1’-1,23 1-no
2, —Nno 2 - 0101
) 0 3°-0,06 3-0,02
1 2 om 4 -0,01 4-0,04
HN “’“\j W So (572001
4 6> —0,06

Fonte: elaborada pela autora (2021).
sv: ndo existe diferenca de deslocamento quimico.
no: deslocamento quimico ndo observado no sistema.

Foi observado que as maiores variagcdes nos deslocamentos quimicos foram nos
hidrogénios 1° e 2’ da hidrazina da isoniazida para todos os sistemas avaliados. Sabe-se que o
grupo hidrazina da isoniazida ¢ excelente aceitador quando estd envolvido em ligacdes de
hidrogénio, mas também pode atuar como doador em ligagdes de hidrogénio, proporcionando
a formacao de homosintons envolvendo os nitrogénios da hidrazina (DINIZ, 2017).

Ao avaliar a variacao nos deslocamentos quimicos de hidrogénio dos LIs, observa-
se particularidades para cada LI.

A isoniazida, ap0s a cristalizagdo no LI [ChOH] e [ChCit] apresentou variagdo no
deslocamento quimico do hidrogénio do NH; em 4,63 ppm (1’ na isoniazida), para 3,52 ppm
(INH:[ChOH]) e 3,11 ppm (INH:[ChCit]), como também nao foi observado nessas duas formas
o hidrogénio do NH localizado em 10,10 ppm (2’ na isoniazida). Nos LlIs utilizados, [ChOH]

[ChCit], a maior variagdo no deslocamento quimico ocorreu no grupo (CHz) (hidrogénio 2 no
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LI) da colina. De forma sucinta, a presenca de isoniazida afeta o ambiente quimico do
hidrogénio 2, do grupo metilénico do cation dos LIs [ChOH] e [ChCit], o efeito de
desblindagem desse hidrogénio pode resultar de interagdes de hidrogénio com a isoniazida.
Corroborando com as analises de solubilidade e térmicas que evidenciaram caracteristicas
diferentes nas formas cristalinas.

Para as formas INH:[ChBenz] e INH:[ChAc], o hidrogénio do grupo NH>
(hidrogénio 1°) foi deslocado para regiao de baixa frequéncia. E o sinal do hidrogénio NH (2")
em 10,10 ppm da INH:[ChBenz]), apareceu numa regido de maior frequéncia e com baixa
intensidade apos a cristalizagdo em 10,35 ppm (INH:[ChBenz]); na forma INH:[ChAc] o sinal
desse hidrogénio ndo foi observado. O nitrogénio pode estabelecer ligagdes de hidrogénio
intermoleculares, diminuindo a densidade eletronica ao redor do hidrogénio ligado, deslocando
assim para frequéncias mais altas (NUNES, 2018). Estas interagdes, possivelmente fracas,
como Van der Waals entre o LI e a INH, nas formas INH:[ChAc] e INH:[ChBenz] modificaram
a estabilidade térmica, como demonstrado nas analises de TGA e DSC e influenciaram na
solubilidade do farmaco (isoniazida).

Foi possivel observar uma mudanca quimica dos hidrogénios aromaticos da
isoniazida (7,73 ppm e 8,70 ppm), como também no grupo amida (Tabela 16) da INH:[ChBis].
Os locais basicos do INH foram protonados pois o 4cido sulfurico ¢ um é4cido diprotico capaz
de doar um proéton para amida (NH3 ) e outro para a piridina (NH"). Diante disso, os resultados
de RMN de 'H do INH:[ChBis] corroboram com as analises de FT-IR, raio-X de monocristal,
identificando a ocorréncia de interacdo da isoniazida com o sulfato, formando o sal de
isoniazida, sulfato de 2-(4-piridiniocarbonil)-hidrazina.

Na protonagdo da isoniazida com acidos relatada por Santos et al. (2020), observou-
se um claro deslocamento quimico dos protons aromaticos da isoniazida padrao (7,73 ppm e
8,70 ppm) e variagdo significativa no sinal do NH (2') ap6s a interagdo da isoniazida com os
4cidos cloridrico, metassilicico, acido glicolico, canforsulfonico e vanilico.

Para as novas formas de isoniazida cristalizadas nos LIs a partir de
monoetanolamina (2-HEAA e 2-HEAF), a maior varia¢do nos deslocamentos quimicos dos LIs
foram nos hidrogénios do cétion, e na isoniazida, a maior variagdo ocorreu nos sinais do

hidrogénio dos grupos NH> (1°) e NH (2°).
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4.2.8 Estabilidade em atmosfera acelerada da isoniazida padrdo e das formas INH:LIs

A analise de estabilidade em atmosfera acelerada da INH e das formas cristalizadas
em LI descritas neste trabalho foi realizada com o intuito de analisar a estabilidade da isoniazida

apos a cristalizacdo. A Figura 39 mostra esse estudo nos periodos de 0, 15, 30, 45 e 60 dias.
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Figura 39 — Estudo da estabilidade em atmosfera acelerada (40 °C e 75 % de umidade) nos

intervalos de 0, 15, 30, 45 ¢ 60 dias, da isoniazida e INH:IL.
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Fonte: elaborada pela autora (2021).

45 60

Osindices a, b, c,d, e, f, g, h, ie x em azul na figura indicam a significancia estatistica a partir do método ANOVA,

utilizando o teste de Tukey. A diferenca entre a média dos experimentos (com mesma letra em azul) ndo é

significativa ao nivel de 0,05.
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A partir da cinética de absor¢ao de umidade, ficou claro que nem a INH e nem as
formas cristalizadas em LIs, INH:[ChBis], INH:[ChAC] tiveram tendéncias higroscopicas,
observada a partir do balago de massa, em que nao foi demonstrada variacao apods 60 dias de
experimento. J& as formas INH:[ChOH], INH:[ChBenz], INH:[ChCit], INH:2-HEAA e INH:2-
HEAF, apresentaram umidade de 15,78% m/m, 10% m/m, 39% m/m, 3,24% m/m e 3,94% m/m,
respectivamente.

E relatado na literatura que a isoniazida apresenta boa estabilidade, mesmo quando
exposta a ambiente que apresente elevada umidade e temperatura. Nos experimentos de analise
de estabilidade em atmosfera acelerada, observou-se que a isoniazida padrdo apresentou
degradagdo de apenas 14,93+1,76% (m/m). A maior degradagdo ocorreu na forma INH:[ChBis]
(81,63 £ 1,90% m/m), sendo observado nos cromatogramas da forma INH:[ChBis] a redu¢do
do pico de 1,7 minutos e aumento do produto de degradagdo de 1,4 minutos no decorrer dos 60
dias de experimento.

Na forma INH:[ChAc] foi observado o aparecimento de um pico por volta de 1,4
minutos no decorrer dos dias de anélise, como também a reducao do pico de 1,64 minutos,
apresentando no sexagésimo dia de ensaio, degradacdo de 41,57 + 2,66% (m/m). O mesmo
comportamento foi observado para a forma INH:2-HEAA, que utiliza o mesmo anion acetato
do LI, em que houve redugdo na area do pico de 1,63 minutos e o surgimento de um pico em
1,42 minutos, com degradacdo de 32,88 + 1,03% (m/m). De acordo com a analise estatistica
ANOVA, pelo teste de Tukey, as amostras INH:2-HEAA e INH:[ChAc] indicaram, com nivel
de significancia de 0,05, que nao ha diferenca significativa entre os ensaios.

Ainda de acordo com a relagdo das médias pelo teste de Tukey, a INH:2-HEAF
apresentou o mesmo perfil de degradagdo da isoniazida.

As formas cristalinas INH:[ChOH], INH:[ChCit] e INH:[ChBenz] apresentaram
inconsisténcia nos resultados devido sua baixa solubilidade em agua, ndo sendo possivel
analisar sua estabilidade por essa técnica. Contudo, a partir dos cromatogramas, nao foi possivel
observar a presenca de picos em outros tempos de retengdo no decorrer do ensaio,

caracterizando apenas por solidos higroscdpicos, como abordado no inicio desse tdpico.
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4.2.9 Atividade antimicobacteriana das formas INH:LI, INH:H>SO4 e INH sobre os

isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis

A partir do ensaio de atividade antimicobacteriana das formas de isoniazida
cristalizada em LIs sobre os isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis, tem-se que as
formas INH:LI, INH:H>SO4 e INH foram capazes de inibir o crescimento, indicando eficiéncia
terapéutica. A Figura 40 apresenta a demonstragdo geral do ensaio para a determinacao da MIC

sobre os isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis.

Figura 40 — Microplaca do ensaio para a determinagdo da concentracdo inibitoria minima
(MIC) das formas INH:LI, INH:H>SO4 e INH sobre os isolados clinicos de Mycobacterium
tuberculosis.

200 B

100 C
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125 F(§

v 625 G

Fonte: elaborada pela autora (2021).

O poco 2D referente a forma INH:[ChOH] e o poco 5G a forma INH:[ChCit]
ganharam coloragdo rosa, devido a reacao de reducao da resazurina para resorufina, o que indica
crescimento micobacteriano nesses pocos. Entdo a MIC ¢ de 100 pg/mL para a forma
INH:[ChOH] e 12, 5 pg/mL para a forma INH:[ChOH].

Serdo necessarias mais diluicBes para encontrar a MIC das formas INH:[ChAC],
INH:[ChBenz], INH:[ChCit], INH:[ChBis], INH:2-HEAA e INH:2-HEAF e INH padréo.
Contudo, foi possivel constatar que essas formas sdo capazes de inibir o crescimento de

Mycobaterium tuberculosis nas concentracdes analisadas.
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5 CONCLUSAO

Como resultado deste trabalho, foram confirmadas as sinteses de sete liquidos
i6nicos, o hidroxido de (2-hidroxietil)-trimetilamonio [ChOH], bissulfato de (2-hidroxietil)-
trimetilamonio [ChBis], acetato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio [ChAc], citrato de (2-
hidroxietil)-trimetilamonio [ChCit], benzoato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio [ChBenz],
acetato de 2-hidroxi-etilamonio (2-HEAA) e formiato de 2-hidroxi-etilamoénio (2-HEAF) por
RMN de 'H e ’C, FT-IR e propriedades como densidade, viscosidade em diferentes
temperaturas foram sumarizadas, servindo de referencial tedrico para futuras aplicagdes.

Os ensaios de toxicidade revelaram que os LIs 2-HEAA, 2-HEAF e [ChOH] nao
apresentaram toxicidade frente a Artemia salina. Nas analises de microscopia optica e MEV
dos microcrustaceos expostos as concentracdes de LIs que apresentarm baixa toxicidade,
[ChAc], [ChBis] e [ChCit], observou-se presenca de material denso, o LI, agregado ao intestino
dos nauplios.

Os LIs foram entdo utilizados na cristalizagdo de isoniazida pelo método de
evaporacao do solvente, obtendo sete novas formas cristalinas da mesma.

As andlises térmicas das novas formas solidas de isoniazida cristalizadas em
liquidos i6nicos demonstraram a seguinte ordem de estabilidade térmica em relagao a ruptura
da estrutura cristalina: INH:[ChCit] > INH:[ChOH] > INH:[ChBis] > INH:[ChBenz] >
INH:[ChAc] > INH:2-HEAF > INH:2-HEAA > Isoniazida padrao.

Em condi¢des aceleradas de temperatura e umidade, as formas INH:[ChAc],
INH:2-HEAA e INH:[ChBis] levaram a formagdo de compostos de degradacao. Entretanto, a
forma INH:2-HEAF apresentou o mesmo perfil de degradacao da INH padrdo, com degradagao
de 5,13 % m/m apos 60 dias de ensaio.

No processo de cristaliza¢do da isoniazida usando [ChBis] houve a formagao de um
novo composto, o sulfato de 2-(4-piridiniocarbonil)-hidrazina, ocasionado possivelmente pela
dissocia¢do do anion sulfato, demonstrando maior interacao sulfatoINH, que sulfatocolina.
A solubilidade dessa nova forma em agua a 25 °C foi melhorada, apresentando solubilidade
maxima de 156,90 mg/mL, enquanto a isoniazida padrao apresentou 137,39 mg/mL nas mesmas
condicgoes.

Os ensaios de solubilidade em dgua a 25 °C revelaram uma menor solubilidade para
as formas INH:[ChCit], INH:[ChOH] e INH:[ChBenz], quando comparados com a isoniazida.
No entanto, as demais formas cristalinas apresentaram uma maior solubilidade, de até 220

mg/mL para INH:2-HEAF.
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Os resultados gerados inerentes as técnicas utilizadas nessa pesquisa levantam a
hipdtese da formagao de polimorfos ou até mesmo aceleracdo da degradacdo com a isoniazida
cristalizada nos LIs [ChCit] e [ChOH], porém, torna-se necessario a utilizagdo de um conjunto
de técnicas para assegurar isso como, por exemplo, formagao de monocristal que possibilite a
identificacdo por DRXM.

O ensaio de atividade antimicobacteriana demonstrou que todas as formas
sintetizadas apresentam eficiéncia terapéutica contra o desenvolvimento do Mycobacterium
tuberculosis. Foi possivel encontrar a MIC das formas INH:[ChOH] e INH:[ChCit], porém para
as formas INH:[ChBis], INH:[ChBenz], INH:[ChAc], INH:2-HEAF, INH:2-HEAA,
INH:H>SO4 e isoniazida padrdo seriam necessarias mais dilui¢des das concentragdes para
estabelecer a MIC.

Este trabalho surge como inovador na sintese de liquidos ionicos de baixa
toxicidade e o estudo do comportamento da cristalizagdo da isoniazida nos mesmos,
contatando-se que a geometria molecular dos diferentes LIs tem distintiva influéncia na

determinac¢do do habito do cristal, solubilidade e estabilidade.
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Figura A.1 — a) Taxas de mortalidade de nauplios de Artemia salina em fungdo da concentragdo de liquido idnico, nos tempos de 24h e 48h
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Fonte: elaborada pela autora (2021).
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APENDICE B

ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO

Figura B.1 — a) Espectro de RMN !H da isoniazida cristalizada no liquido i6nico
hidroxido de (2-hidroxietil)-trimetilaménio (INH:[ChOH]) e b) Espectro de RMN de *H
da isoniazida padrao.
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Fonte: elaborada pela autora (2021)



Figura B.2 — a) Espectro de RMN !H da isoniazida cristalizada no liquido i6nico
benzoato de (2-hidroxietil)-trimetilaménio (INH:[ChBenz]) e b) Espectro de RMN de
'H da isoniazida padrao.
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Figura B.3 — a) Espectro de RMN 'H da isoniazida cristalizada no liquido i6nico acetato
de (2-hidroxietil)-trimetilaménio (INH:[ChAc]) e b) Espectro de RMN de 'H da
isoniazida padréo.
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Fonte: elaborada pela autora (2021)
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Figura B.4 — a) Espectro de RMN *H da isoniazida cristalizada no liquido idnico citrato
de (2-hidroxietil)-trimetilaménio (INH:[ChCit]) e b) Espectro de RMN de 'H da
isoniazida padréo.
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Fonte: elaborada pela autora (2021).
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Figura B.5 — a) Espectro de RMN !H da isoniazida cristalizada no liquido i6nico
bissulfato de (2-hidroxietil)-trimetilamonio (INH:[ChBis] e b) Espectro de RMN de *H
da isoniazida padrao.
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Fonte: elaborada pela autora (2021).
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Figura B.6 — a) Espectro de RMN H da isoniazida cristalizada no liquido i6nico 2-
HEAA (INH:2-HEAA) e b) Espectro de RMN de H da isoniazida padr&o.
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Figura B.7 — a) Espectro de RMN H da isoniazida cristalizada no liquido i6nico 2-
HEAF (INH:2-HEAF) e b) Espectro de RMN de *H da isoniazida padr&o.
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