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resumo
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Liquidos i6nicos suportados

Atualmente, o cancro é a segunda causa de morte a nivel mundial.
Com o envelhecimento da populacédo e aumento de doencas crénicas,
espera-se que a incidéncia e prevaléncia de cancro continue a
aumentar nos proximos anos e, portanto, o consumo de
medicamentos anticancerigenos por via oral continuara também a
aumentar. Os citostaticos, em particular a ciclofosfamida (CF), séo
uma das opcdes terapéuticas mais utilizadas no tratamento do
cancro. Tal como acontece com outros medicamentos, 0 organismo
humano n&o consegue metabolizar completamente os citostaticos
sendo excretados essencialmente através da urina, o que contribui
para a contaminacdo dos ecossistemas aqudticos. Assim, o
desenvolvimento de uma tecnologia alternativa capaz de remover
eficientemente estes farmacos no seu ponto de entrada, ou seja,
diretamente da urina dos pacientes, reveste-se de grande
importancia.

Esta dissertacdo tem como objetivo o desenvolvimento de materiais
funcionalizados com liquidos idnicos (LIs) capazes de remover um
dos citostéticos de referéncia — ciclofosfamida - de solu¢gbes aquosas,
visando a sua aplicacdo final em urina. Foram preparados e
caracterizados seis materiais com Lls diferentes (SilPrMImCI,
SilPrNMe2BzCl, SilPrNEtsCl, SilPrN(Csg)sCl, SilPrNMe2BuCl,
SilPrNBusCl). Para otimizagdo do procedimento experimental a
adoptar tendo em conta as condi¢Bes de seguranca necessarias para
a manipulacdo de citostaticos, foi primeiramente avaliada a
capacidade de remocéao destes materiais para o acido acetilsalicilico.
Foram aplicados dois modelos cinéticos aos resultados experimentais
de adsorcao, e dois modelos as isotérmicas de equilibrio, sendo que
0 modelo de pseudo-segunda ordem e o modelo de Langmuir sdo os
mais indicados para a descricdo dos valores experimentais. Por fim,
0 material que apresenta maior capacidade para a adsor¢éo de &cido
acetilsalicilico é o SilPrNMez2BuCl, com uma concentracdo de
equilibrio do adsorvato na fase sélida (ge) de 0,0232mmol.gt.

Apos otimizagdo do procedimento experimental a adotar, foi avaliada
a performance dos mesmos materiais para a ciclofosfamida, e foram
aplicados os mesmos modelos. O modelo de pseudo-primeira ordem
descreve de melhor forma os valores experimentais para o
SilPrNBusCl, enquanto que o modelo de pseudo-segunda descreve
de melhor forma os resultados experimentais quando se utilizam o
SilPrNEtsCl e o SilPrN(Cg)sCl. O modelo de isotérmica de equilibrio
que melhor descreve os valores experimentais € o modelo de
Langmuir. Para este farmaco, os materiais que apresentam melhores
resultados é o SilPrN(Cs)sCl e 0 SilPrNBuzCl, com um ¢ge de 0,0563
mmol.g! para ambos os materiais.

Os resultados obtidos demostram que materiais modificados com
liguidos i6nicos conseguem remover eficazmente os farmacos
estudados de solugdes aquosas, sendo agora necessario estudar a
sua aplicacéo para a remocéo de citostaticos de amostras de urina de
pacientes oncoldgicos.
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Nowadays, cancer is the second leading cause of death worldwide.
With population aging, chronic diseases tend to increase, and the
incidence and prevalence of cancer is expected to continue to growth
in the coming years. As a result, the consumption of oral anticancer
drugs will also continue to growth. Cytostatics, in particular
cyclophosphamide (CP), are one of the most widely used therapeutic
options in the treatment of cancer. As with other drugs, the human
organism cannot completely metabolize them, so they are excreted
essentially through urine, which contributes to the contamination of
aguatic ecosystems. Thus, the development of a technology capable
of efficiently removing these drugs at their entrance point, that is,
directly from the patients' urine, is of high importance.

The aim of this dissertation is the development of novel materials
functionalized with ionic liquids (LIs) capable of removing one of the
reference cytostatic drugs - cyclophosphamide - from aqueous
solutions, while envisioning their final application in urine samples. Six
different materials (SilPrMImCI, SilPrNMe2BzCl,  SilPrNEt3Cl,
SilPrN(Cs)sCl, SilPrNMezBuCl, SilPrNBusCIl) were synthesized and
characterized. Taking into account the required safety conditions for
the manipulation of cytostatics, it was first evaluated the adsorption
capacity of these materials for acetylsalicylic acid aiming at optimizing
the experimental procedure to adopt. Two kinetic models and two
models to the equilibrium isotherms were applied to the experimental
data. The pseudo-second order and Langmuir models are the most
suitable for describing the experimental values. Finally, the material
with the highest capacity for the adsorption of acetylsalicylic acid is
SilPrNMe2BuCl, with an equilibrium concentration of adsorbate in the
solid phase (ge) of 0.0232mmol.g*.

After optimization of the experimental procedure, the performance of
the same materials for cyclophosphamide was evaluated, and the
same models were applied. The pseudo-first order model best
describes the experimental values for SilPrNBusClI, and the pseudo-
second model presents a better fitting when using SilPrNEtsCl and
SilPrN(Cs)sCl. The equilibrium isotherm model that best describes the
experimental values is the Langmuir model. For this drug, the most
efficient materials are SilPrN(Cs)sCl and SilPrNBusC, both with a ge of
0.0563 mmol.g™.

The results obtained show that materials modified with ionic liquids
can effectively remove the studied drugs from aqueous solutions,
being now necessary to study their application in the removal of
cytostatic from cancer patient’s urine.
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1. Introducéo

1.1. Doencas Oncologicas
O desenvolvimento tecnoldgico e cientifico permitiu avancos significativos na
medicina ao longo do século XX. Estes avangos permitiram ndo s6 diminuir ou até
erradicar muitas doencas transmissiveis, como as infetocontagiosas, mas também
aumentar a qualidade de vida e a esperanca média de vida da populacéo. No entanto, o
aumento da longevidade implica o aparecimento de novas doencas. Estas novas doencas
cronicas, denominadas de doencas ndo transmissiveis, acarretam grandes custos e sao um

dos grandes desafios da medicina do século XXI [1].

Uma das doencas cuja incidéncia e prevaléncia tem vindo a aumentar é o cancro.
No entanto, ndo se trata de uma doenca exclusiva do seculo XX e XXI. De facto, em 3000
a.C., foi descrita no Papiro de Edwin Smith onde este escreve que “Nao ha tratamento”
[2]. Apesar do seu estudo ter tido inicio no século XVI, os cientistas descobriram mais
sobre o cancro nas 2 Ultimas décadas do que em todos os outros séculos de estudo, tal

como provado pelo aumento do nimero de pessoas curadas [3].

Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) o Cancro € um termo genérico
para um grupo de doencas caracterizadas pelo crescimento de células anormais, de tal
modo que podem invadir partes adjacentes do corpo e/ou espalhar-se pelos 6rgdos. Este
fendmeno é também denominado de neoplasia ou tumor maligno. Atualmente o cancro é
considerada a 22 causa de morte a nivel mundial, e de acordo com os dados mais recentes
do GLOBALCAN (Global Burden of Disease Cancer Collaboration), 17,5 milhdes de
pessoas eram portadoras desta doenca em 2015. Apenas neste ano, 0 cancro matou cerca
de 8,8 milhdes de pessoas [4]-[6]. Em Portugal, no ano de 2014, esta doenca fez cerca de
97000 vitimas mortais, com maior incidéncia no sexo masculino, tal como ilustrado na
Figura 1 [4]. Estima-se que a sua incidéncia continue a crescer de tal modo que em 2030

séo esperados 23,6 milhdes de novos casos [7], [8].
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Figura 1 - Perfil de mortalidade por cancro no ano de 2014 em Portugal. Dados obtidos
da Organizacao Mundial de Saude [9].

O tratamento do cancro depende de varios fatores, nomeadamente o estado da
doenca, o tipo de cancro, e as condi¢des de saude do paciente [10], [11]. Geralmente, o
tratamento desta doenca inclui: terapia local (uma ou mais cirurgias, radioterapia) e
terapia sistémica (terapia hormonal, terapia direcionada, imunoterapia e quimioterapia)
[11], [12]. Se for detetado num estado inicial, o cancro pode ser curado apenas com a
realizacdo de uma cirurgia, ndo sendo necessario submeter o paciente a tratamentos de

radioterapia e/ou quimioterapia [11].

A quimioterapia é realizada, na maior parte dos casos, em hospitais/clinicas [10],
sendo que a terapia sistémica € a principal terapia para as doencas oncologicas. Os
medicamentos utilizados para o efeito ttm como objetivo eliminar ou, pelo menos,
desacelerar o crescimento das células cancerigenas que possam ter metastizado para além
do tumor original [10]. Recentemente, foram aprovados varios farmacos e had muitos mais
em desenvolvimento [13]. Estes medicamentos causam a morte celular por apoptose,
interferindo diretamente com o acido desoxirribonucleico (ADN) ou com as proteinas
necessarias a divisdo celular [11]. No entanto, estes medicamento sdo citotxicos, e
afetam também as células saudaveis [10], [11]. Dados recentes demonstram que cerca de
75% dos doentes oncoldgicos sdao doentes em ambulatério (outbound patients), ou seja,
fazem parte do tratamento em habitacdo propria [14]. A quimioterapia oral é bastante
atraente devido a sua conveniéncia e facilidade de administracdo, particularmente no



cenario paliativo [15]. E também apropriado para pacientes onde a exposi¢ao prolongada
ao farmaco é desejavel. Com um ndmero crescente de terapéuticas orais emergentes,

prevé-se um rapido aumento em quimioterapia oral nos proximos anos [13], [15].

Tal como acontece com outros farmacos, os medicamentos utilizados em terapia
sistémica do cancro ndo sdo totalmente metabolizados, sendo excretados pela urina/fezes
e seguindo para as estacdes de tratamento de aguas residuais (ETARS). Estas ndo tém
capacidade para os remover eficientemente, culminando no ecossistema aquatico [16].
Considerando a elevada toxicidade destes farmacos, a sua libertagdo no ambiente aquético
terd implicagdes negativas nos ecossistemas. Varias evidéncias cientificas ja demostraram
0 impacto negativo da libertacdo de ingredientes farmacéuticos ativos (IFAs) no ambiente

aquatico, encontrando-se algumas sumariadas na secgao seguinte.

1.2.Ingredientes Farmacéuticos Ativos (IFAS)

Atualmente, mais de 5000 medicamentos sdo sintetizados e encontram-se
disponiveis no mercado para consumo humano ou animal [17]. Anualmente sdo
consumidas cerca de 100,000-200,000 toneladas de medicamentos, sendo que 0s
principais paises consumidores sdo: América do Norte, Europa Central, Brasil, Russia,
India, China, Australia e Africa do Sul [18].

Muitos destes farmacos tém sido encontrados no ciclo da agua, pois apesar de na
sua maioria serem administrados por via oral ou intravenosa, parte é excretada pela urina
ou fezes [18]-[20]. Assim, estes seguem para as estacdes de tratamento de aguas residuais
(ETARSs) que ndo tém capacidade para tratar estas substancias, fazendo com que sejam
libertados nos ecossistemas aquaticos (rios, lagos, albufeiras e oceanos) e expondo 0s
organismos aquaticos a estas substancias que acabam por ser transferidas ao longo da
cadeia alimentar [19], [21]. Por outro lado, estes compostos podem contaminar as reservas
de 4agua potavel, e desta forma os humanos podem também estar diretamente expostos
através do consumo de agua [21]. De um modo geral, os IFAs constituem um grupo de
micropoluentes que tém vindo a ganhar atencdo por parte da comunidade cientifica.
Apesar de estarem presentes no ecossistema marinho em baixas concentrag¢6es (na ordem
dos pg.L ou ng.L ™) representam riscos sérios para o0 ambiente e para a satde publica[18],
[22], [23].

Existem vérios estudos que mostram a contaminacao do ciclo da agua por IFAs
[18]-[24]. A Global Water Research Coalition (GWRC) avaliou os niveis de IFAs nas
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ETARs e nas aguas superficiais a nivel internacional, e descreveu concentracdes entre
1000 - 10000 ug.L™* em ETARSs, e entre 100 - 1000 ng.L™* em &guas superficiais [24]. No
entanto, estas concentraces aumentam consideravelmente em aguas residuais
hospitalares [25], [26]. No entanto, os IFA néo se restringem apenas a aguas superficiais,

sendo que também j4 foram detetados em &gua para consumo humano [23]-[26].

Numero de farmacos detetadosem
aguas superficiais, &guas ¢
subterréneas e/ou 4guas canalizadas
1-3
4-10
-3
31100 § -
[ 101-200 L E
Sem dados

Figura 2 - Numero de IFAs detetados em aguas superficiais, subterraneas e agua potavel
(adaptado de aus der Beek et al. (2016) [18]).

De uma forma geral os ingredientes farmacéuticos ativos mais utilizados e
frequentemente detetados no ambiente aquéatico sdo anti-inflamatdrios, antibioticos,

agentes hipolipidémicos, hormonas e antiepiléticos tal como sumariado na Figura 3.
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Figura 3 - Classes de farmacos detetados no meio aquatico, expressos em percentagem
relativa. Dados obtidos de 134 artigos publicados entre 1997 e 2009 (adaptado de Santos

et al. (2010) [27]).



Dos grupos de IFA que sdo detetados em maiores quantidades, destacou-se alguns

dos que sdo mais consumidos- Figura 4.
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Figura 4 - Produtos farmacéuticos frequentemente detetados no ambiente (adaptado de
Cizmas et al. (2015) [28]).

Os IFAs sdo concebidos para terem modos de acdo dependendo do tipo de doenca
para o qual sdo utilizados e, frequentemente, para resistirem a inativacdo sem que seja
exercido o efeito pretendido. No entanto, essas mesmas propriedades sdo paradoxalmente
responsaveis pela bioacumulacéo e efeitos tdxicos em ecossistemas aquaticos e terrestres.
Ao contrario de alguns poluentes convencionais (como pesticidas, detergentes,
combustiveis, entre outros), 0s medicamentos continuam a ser administrados
continuamente, o que origina um aumento continuo da toxicidade no ambiente [27], [28].
Esta classe de contaminantes, geralmente categorizada como contaminantes emergentes
(Emerging contaminants) ou contaminantes de preocupacao emergente (Contaminants of
Emerging Concern), tem vindo a ser crescentemente estudada. O interesse neste tipo de

contaminantes resulta ndo sé da sua potencial toxicidade, mas sobretudo porque



contrariamente a outros compostos quimicos ndo é expectavel que sejam regulamentados
e que 0 seu uso seja proibido no futuro. De facto, prevé-se um aumento no seu consumo
associado ao aumento da esperanca média devida e ao aumento das doengas cronicas. A
medida que a idade aumenta, a incidéncia de doencas cronicas e degenerativas aumenta
de forma proporcional. Considerando o envelhecimento populacional, o0 consumo de
medicamentos serd cada vez maior [29], sobretudo dos medicamentos usados no

tratamento de doengas cronicas associadas ao envelhecimento, como o cancro.

1.2.1. Citostéaticos e ciclofosfamida

Para o tratamento de cancro sdo utilizados citostaticos, também denominados
medicamentos antineoplasicos ou anticancerigenos. A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) classifica os anticancerigenos como pertencentes a classe LO1, que corresponde
aos medicamentos citotoxicos [30]. Podem também ser incluidos na classe L02, da qual
fazem parte os medicamentos enddcrinos, incluindo agonistas ou antagonistas hormonais
usados especificamente no tratamento do cancro. Na classe LO1 estdo presentes os agentes
de alquilacdo (grupo LO1A), onde grande parte sdo anticancerigenos, entre os quais 0s
citostaticos. Estes foram projetados para “atacar” as células que estdo em diviséo,
caracteristica das células cancerigenas, e sdo considerados mutagénicos, carcinogénicos
e teratogénicos [7], [30]. O problema destes farmacos é que ndo conseguem “distinguir”
células cancerigenas de células saudaveis. Assim, sdo capazes de interagir diretamente
com o DNA, afetando diretamente células, tecidos e 6rgdos saudaveis [7]. E portanto,
crucial que estas substancias ndo estejam em contacto com organismos saudaveis, ja que

existe uma elevada probabilidade destes serem contaminados[7].

A quantidade total de medicamentos antineoplasicas usada ndo se encontra
disponivel para o publico em geral [7]. No entanto, estudos mostraram que atualmente
existem mais de 100 citostaticos diferentes, onde 20 a 30 séo utilizados no tratamento de
doencas oncoldgicas [30]. Entre estes, a ciclofosfamida é um dos medicamentos mais
utilizados. A Figura 5 evidencia a elevada producéo de ciclofosfamida em relacdo aos
restantes citostaticos. A ciclofosfamida (CF) pertence a uma classe de medicamentos
denominados por agentes alquilantes. Esta molécula é utilizada para o tratamento de
cancro da mama, cancro nos ovarios, cancro no pulmao, linfoma maligno, artrite
reumatoide, entre outras [31], e € um dos agentes de alquilacdo mais utilizados desde
finais da decada de 1950 [32].
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Figura5 - Citostaticos mais preparados pelo Hospital Universitario de Genebra, em 2009
(adaptado de Nussbaumer et al. (2010) [33]).

O consumo de CF, por sua vez, difere de pais para pais [7], tal como descrito na

Tabela 1 [32].

Tabela 1 - Consumo Nacional diario da CF em alguns paises da Europa (adaptado de
Johnson et al. (2013) [32]).

Pais Ano Consumo de CF (mg/cap/dia)
Alemanha 2002 0,0084
Franca 2008 0,0129
Italia 2011 0,0034
Holanda 2009 0,0027
Austria 1997 0,0134
Dinamarca 2009 0,0057
Suica 2002 0,0127
Suécia 2010 0,0357
Noruega 2010 0,0092
Finlandia 2010 0,0023
Republica Checa 2011 0,0102

Média Europeia 0,0104



Os citostaticos atuam diretamente no ADN, mais precisamente nas ligacOes
cruzadas de bases de guanina nas cadeias de dupla hélice, fazendo com que este ndo se
replique [34]. Como anteriormente referido, os citostaticos, e consequentemente a
ciclofosfamida, sdo toxicos, pelo que devem ser tomadas precaucdes especificas sempre
que um individuo esteja em contacto com estes medicamentos. Esse contacto pode
acontecer durante a sua producdo, administracdo ou eliminagdo [35]. Assim, pessoal
clinico, pacientes e familiares devem tomar precaucgdes para evitar o contato com estes
medicamentos. A absor¢do transdérmica, através do contacto contato cutdneo com
superficies contaminadas, é sugerida como uma das vias principais de incorporagédo
acidental destas substancias [36]. Assim, o contato dérmico deve ser evitado e as pessoas
em risco de contato devem usar equipamento de protecdo e aderir a rigorosas medidas
[35]. Essas medidas incluem trabalhar em ambiente fechado, idealmente dentro de uma
camara de fluxo laminar, usar luvas, bata, 6culos, lavar todo o material utilizado com
hipoclorito de sodio (lixivia), e os residuos e o material a descartar devem ser
classificados como residuos bioldgicos para posterior inceneragdo [37]. Em ambiente
hospitalar todo o material que esteve em contacto com citostaticos deve ser recolhido e
incinerado [38]. Isto inclui por exemplo amostras biolégicas como sangue ou urina.
Apesar destas normas de seguranca, ja foram reportadas contaminacGes frequentes nas
areas de administracdo de quimioterapia e nos locais onde os fluidos corporais de

pacientes sdo tratados [39]-[41].

Mais recentemente, a maioria dos tratamentos oncoldgicos ja ndo sao realizados
em ambiente hospitalar, mas sim em ambiente doméstico [35]. Esta mudanga de ambiente
hospitalar com normas de higiene e seguranca rigidas [38] para ambientes domésticos
menos controlados e com pessoas com menos acesso a informacdo relevante (pacientes,
familias) [35] acarreta por sua vez maiores riscos de contaminacdo. Cerca de 20% da
ciclofosfamida ingerida/absorvida pelo organismo é excretada através da urina/fezes [32],
[42]. A limpeza de superficies contaminadas (como por exemplo o WC, lengois, etc.)

pode colocar as pessoas em risco [35].

Para compostos alquilantes como a CF, ainda néo foi estabelecida a concentracao
minima segura [42]. Além disso, a eficécia terapéutica da quimioterapia antineoplasica é
geralmente consequéncia da dose total administrada e ndo das concentragdes individuais
de um determinado farmaco [31]. No entanto, a Comissdo Alema de Agua Potavel e a
Agéncia Federal Ambiental Alema enfatizaram que a presenca de compostos genotoxicos
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na agua potavel seria toleravel em periodos de exposicdo inferiores a 70 anos para

concentragdes de 10 ng.L [42].

Em suma, face ao exposto, no decurso do presente trabalho foram tomadas varias
medidas de precaugdo, nomeadamente trabalhar numa camara de fluxo laminar de modo
a contaminar o menos possivel areas de trabalho comuns, e descartar convenientemente
todos os residuos e material que foram encaminhados para incineragdo. Para otimizar a
utilizacdo destas medidas, realizaram-se ensaios preliminares com um farmaco de
referéncia ndo genotoxico - &cido acetilsalicilico. Este farmaco foi selecionado pois é
bastante utilizado diariamente por humanos, e tem um coeficiente de particdo
octanol/agua (logKow) baixo e semelhante ao da ciclofosfamida, valores apresentados na
Tabela 2. Substancias com baixos valores de logKow, tendem a ter uma afinidade maior
com a agua, sendo assim mais solaveis.

Tabela 2 — Propriedades fisico-quimicas da ciclofosfamida e do acido acetilsalicilico
(adaptado de Chemspider (acedido a: 03/02/2018) [43], [44] )

Ciclofosfamida Acido Acetilsalicilico
Estrutura Quimica Cl o
O\gNI “ o)k
o”\ p,\NH
(0] OH
Férmula molecular C7H15C12N202P CoHgO4
Massa Molar 261,083 g.mol* 180,159 g.mol*
CAS 50-18-0 50-78-2
Solubilidade em agua 0,001-0,005 g.L* (a 23°C) 0,003 g.L (a 25°C)
Ponto de fusdo 49,5 -53°C 135°C
pKa[43], [44] 13,43 3,41
LogKow 0,63 1,19

Na secdo seguinte é apresentada uma breve descricdo do acido acetilsalicilico.

1.2.2. Acido Acetilsalicilico
O acido acetilsalicilico, conhecido como aspirina, € um medicamento anti-
inflamatdrio n&o-esteroide [45], com propriedades anti-inflamatorias, analgésicas,

antipiréticas e antirreumaticas [46]. E bastante utilizado em casos de dor, febre e
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inflamacéo [46], [47]. Também é utilizado na prevencdo de ataques cardiacos e outras
doencgas cardiovasculares [47], [48], e pode ainda diminuir o risco de certos tipos de
cancro, particularmente o cancro do colo retal [47], [49]. Devido a sua vasta aplicacéo, a
aspirina € um dos medicamentos mais utilizados no mundo, com um consumo estimado
de 40000 toneladas anuais, o que representa entre 50000 e 120000 milhdes de
comprimidos [50], [51].

Tal como acontece com a ciclofosfamida, este farmaco também ndo é
completamente metabolizado pelo organismo, sendo excretado através da urina e/ou fezes
[45], acabando nas estacOes de tratamento de dguas residuais e no ambiente aquéatico. Para
este farmaco ja foram descritos valores de 1,51 mg.L™t em ETARs [45]. Apesar de ndo
ser tdo toxico para o ser humano como a ciclofosfamida, é potencialmente toxico para
diversos organismos, sendo, portanto, também importante tentar remover este farmaco do

ambiente aquético.

1.3.Niveis ambientais e sistemas de tratamento para citostaticos

Tal como discutido na secdo anterior, os citostaticos sdo bastantes toxicos, e dai
todo e qualquer material, produto ou amostra bioldgica que esteja em contacto com
citostaticos, quer seja na producdo dos farmacos, ou durante a sua utilizacdo, devem ser
incinerados. Muitos dos farmacos usados no tratamento de doengas oncoldgicas sdo
moléculas polares com elevada solubilidade em agua, tal como descrito na Tabela 2, mas
ndo sdo totalmente metabolizadas pelo nosso organismo [52] acabando por ser excretados
através da urina e/ou fezes. A utilizacdo destes produtos nem sempre é realizada em
ambiente hospitalar no qual a sua eliminacdo é controlada. De facto, os doentes
oncolégicos que sdo tratados em hospitais com citostaticos correspondem apenas a uma
pequena parte dos pacientes, sendo que cerca de 80% dos pacientes realizam o tratamento
em casa [53]. Em Portugal o consumo de anticancerigenos por pacientes a realizar
tratamento fora dos hospitais &€ muito superior a0 consumo por pacientes hospitalizados
(aproximadamente 32 milhdes de embalagens em comparacdo com 2 milhdes de
embalagens, respetivamente) [54]. O facto de estes medicamentos serem consumidos em
ambiente doméstico acarreta consequéncias e riscos para membros familiares e pessoas
proximas, ja que os consumidores destas substancias acabam por contaminar superficies
que ndo estdo sujeitas a uma limpeza e desinfestacdo tao rigorosa como nos hospitais [55],
[56]. No entanto, ja foram implementadas algumas diretrizes para reduzir 0s riscos e a

contaminacéo, por exemplo despejar o autoclismo pelo menos duas vezes [55]. Mas isto
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ird acarretar outras consequéncias, ja que cada descarga faz com que estas substancias
sejam libertadas pelos sistemas de esgotos, entrando nas ETARs onde a taxa de
eliminacdo e/ou degradacgdo destas moléculas é baixa [57]-[59]. A Figura 6 mostra como

0s citostaticos e outros medicamentos acabam no ecossistema aquatico.
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Figura 6 - Esquema representativo da entrada e transporte dos IFAs no ambiente.
(Adaptado de Zhang et al. (2013) [30]).

A preocupacdo com a presenca de medicamentos anticancerigenos no ambiente
aquatico tem vindo a ser cada vez maior, ja que estes compostos sdo considerados um
risco ambiental. Apesar das baixas concentracGes encontradas, estas moléculas tém
efeitos negativos em diversos organismos [59]. Estudos consideram que a curto prazo
existirdo niveis de toxicidade letais e, a longo prazo, as interacbes com o ADN dos
organismos causard um risco elevado [58]. De uma forma geral, as concentracGes atuais
de citostaticos em aguas superficiais rondam as ng.L™?, e em esgotos hospitalares e
efluentes de ETARs as pg.L™? [59]. A Figura 7 representa a concentragdo prevista de
compostos citostaticos em alguns paises da Europa, apresentando os valores médios das
concentragfes ambientais previstas (CAP) e o nimero de citostaticos estudados [60]. No
caso particular da ciclofosfamida, esta ja foi detetada em aguas superficiais em
concentragdes que variam entre 10,1 ng.L e 50 pg.L?, e em efluentes de ETARS em

concentragdes de 97-192 ng.L 1 [42].
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Figura 7 - Valores médios das concentracdes ambientais previstas (CAPs) (em ng.L™?) na
Europa, e nimero de compostos em cada regido estudada (n) (Adaptado de Franquet-
Griell et al. (2015) [60]).

Face a toxicidade associada aos citostaticos discutida anteriormente, ja foram
propostas varias técnicas que visam melhorar o tratamento/remocdo de citostaticos das
ETARs, nomeadamente processos de filtracdo por membrana [61], [62], e processos de
oxidacdo avancgados [63]-[66]. Os processos de filtragdo por membrana acionados por
pressdo sdo usados no tratamento de agua e aguas residuais [61]. Dentro destes processos
incluem-se a microfiltracdo, a ultrafiltracdo, a nanofiltracdo e a osmose inversa [61]. O
que os distingue é o tamanho das particulas que retém, e embora a microfiltracdo e a
ultrafiltracdo ndo sejam totalmente eficazes na remocdo de farmacos, principalmente
devido ao tamanho dos poros, a nanofiltracdo e a osmose inversa tém sido foco de atencéo
para o tratamento de dgua potavel [61], [67], [68].
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Os processos de oxidacdo avancada (POAS) sdo recomendados para o tratamento
de guas residuais contaminadas com compostos com uma elevada estabilidade quimica
e/ou baixa biodegradabilidade. Por exemplo, a ozonizagdo, devido as suas fortes
propriedades de esterilizacdo e desinfecdo, tem sido utilizada no tratamento de efluentes
farmacéuticos [69], [70]. A ozonizagdo tem sido um importante método de tratamento de
efluentes, aumentando a biodegradabilidade e eficiéncia do tratamento global,
apresentando um bom desempenho para a remoc¢do de antibidticos (> 90%) [71]. Um
estudo anterior mostrou que a ozonizacdo removeu a efetivamente ciclofosfamida, mas

exigindo um tempo de contato significativo [72].

Outro exemplo de um POA é a reacdo de Fenton, sendo um processo muito
utilizado na degradacéo de hidrocarbonetos [63]. Este processo também ja foi estudado
para um citostatico (5-Fluorouracil) onde, sob as melhores condi¢Ges de operacdo obtidas,
o citostatico foi completamente eliminado apds 2 h [65]. No entanto, esta técnica so atinge
a sua eficiéncia maxima a um pH muito restrito (entre 2,5 e 3,0) [63]. Para além de que
outra grande desvantagem é a quantidade de ferro necessaria para a reacdo, que esta bem
acima da quantidade legal permitida para descarga de efluentes, o que torna necessario
precipitar o ferro no final do processo, que produz uma grande quantidade de residuos
causando um grave problema ambiental [73]. Muitas vezes, se a degradacdo nédo for
completa podemos produzir produtos secundarios que nao estdo caracterizados em termos

de toxicidade podendo ser potencialmente toxicos ou volateis [73].

Para além de escassas, as técnicas reportadas para a eliminacao de citostaticos sao
de dificil implementacdo em ETARSs, sendo assim essencial desenvolver uma técnica
alternativa mais eficiente e econémica [74]. Para além do mais, considerando que a urina
representa a principal fonte de contaminacdo pelos IFAs [74] e que o conceito de
separacgdo da urina a partir da fonte esta bem estabelecido, especialmente para a remocao
de nutrientes e a producéo de fertilizantes [75], a possibilidade de remover o0s citostaticos
diretamente da urina dos doentes oncoldgicos, apresenta-se como uma estratégia
promissora. Ao eliminar os citostaticos diretamente da urina, € possivel prevenir a

contaminacéo do ciclo da agua (no seu ponto de entrada).

1.4. Liquidos iénicos suportados

Os liquidos i6nicos (LIs) sdo descritos como sais que tém o seu ponto de fusdo

abaixo da temperatura de ebuli¢cdo da &gua (100°C) [76]-[78]. Atualmente, os LIs s&o
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muito estudados devido as suas propriedades singulares como solventes ndo-moleculares:
baixa pressdo de vapor; elevada estabilidade térmica e quimica; elevada condutividade
ionica; facilidade em dissolver materiais organicos, inorgénicos e poliméricos; e sdo ndo
inflamaveis [79]. Estas propriedades singulares advém do facto de serem constituidos por
um catido organico (por exemplo: imidazolio, amonio quaternario, e fosfénio quaternario)
e um anido que pode ser organico ou inorganico (por exemplo: tetrafluoroborato,
hexafluorofosfato, halogéneos) [77]. Sdo também conhecidos como “designer solvents”,
ja que devido as varias combinacdes de catiGes e anies, podem originar um elevado
numero de LIs com diferentes propriedades [77]. A Figura 8 mostra as estruturas quimicas

de alguns ides que constituem LlIs.
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alquilsufonatos cloreto diacianamida

Figura 8 - Exemplo de estruturas quimicas de catides e anides presentes em liquidos
ionicos mais comuns.

Devido a sua variabilidade, os LIs séo estudados nas mais diversas areas, tais
como catalise, sensores quimicos, técnicas analiticas, processos de separacao,
eletroquimica, entre outras [80]. Na sua grande maioria, os LIs tém sido alvo de estudo

como alternativa aos solventes organicos volateis [81]. Apesar das inUmeras vantagens
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associadas aos LIs, muitas vezes é mais eficiente e necessario imobiliza-los em materiais
[79]. Os Lls suportados podem ser dispersos na superficie interna de uma estrutura
porosa, mantendo, portanto, a area de superficie especifica e as propriedades mecénicas
do suporte, e evitando assim o problema da limitagdo do transporte de massa e a
necessidade de grandes quantidades destes solventes. Neste caso, o LI esta adsorvido no
material, ndo estando ligado covalentemente a superficie do material. Por outro lado, os
LIs podem ser imobilizados em suportes solidos, pela ligagdo covalente de pelo menos
um dos ides que os constituem, resultando em materiais funcionalizados — liquidos
ionicos suportados (LIS) - com algumas das caracteristicas vantajosas descritas atras para
os LIs [82], [83]. Um dos materiais de suporte mais usado é a silica, pois para além de ser
de baixo custo, é biocompativel [84].

A primeira aplicacdo de LIS foi realizada em 2005, na extracdo de compostos
aromaticos (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno) de tintas, utilizando uma técnica
microextracdo em fase solida (MEFS) [85]. Desde entdo, for estudados processos de
extracdo, separacdo e pré-tratamento através do uso combinado de LlIs e de varios
materiais de suporte, sendo a silica um dos materiais mais utilizados [76], [86]. No que
toca a extracdo de IFAs, em 2009, foi realizado um estudo onde se removeu acido
salicilico, 4-nitrofenol, carbamazepina, acido nalidixico, flumequina, naproxeno,
fenoprofeno, diclofenaco de sodio, ibuprofeno e gemfibrozil de diferentes amostras
aquosas, utilizando um material modificado com LIs [87]. Mais tarde, demonstrou-se a
utilizacdo de materiais a base de silica funcionalizada com catides imidazolio para a
extracdo de &cidos organicos, aminas e aldeidos, onde se obtiveram eficiéncias de
extracdo para os acidos organicos de 87 a 100%, e de 0 a 37% para aminas e aldeidos
[76]. Os materiais descritos atras sdo aplicados em extracdo em fase sélida (EFS),
utilizada para o isolamento e concentracgdo de analitos num fluxo gasoso, fluido ou liquido
através da sua transferéncia e retengdo (sorcdo) numa fase sélida [88]. A EFS foi
inicialmente desenvolvida como alternativa & extracdo liquido-liquido, sendo que
atualmente é o método de separagdo mais utilizado [89]. Uma das razdes para este facto
prende-se com a pressdo a que os laboratérios foram sujeitos para diminuir a utilizagédo
de solventes organicos [89]. Esta técnica tambem permite solucionar alguns problemas
da extracdo liquido-liquido, tais como separagdes de fases incompletas, usos de materiais
dispendiosos, descarte de grandes quantidades de solventes organicos, entre outros [89].

Na EFS, o adsorvente selecionado controla os parametros analiticos, como seletividade,
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afinidade e o fator de retencdo. Por esta razdo, a modificacdo quimica dos materiais (como
silica e polimeros) € muito utilizada de modo a aumentar a capacidade de adsorcao e
seletividade, indo de encontro aos trabalhos discutidos atrds com modificacdo de
materiais com LIs [76], [86].

1.5.0Dbjetivos do trabalho

O principal objetivo deste trabalho visa contribuir para o desenvolvimento de um
material eficiente e de baixa toxicidade, para a remog&o de citostaticos, nomeadamente a
ciclofosfamida, de solugdes aquosas, visando a sua futura aplicagdo na remocdo de
citostaticos da urina. Esta abordagem permitira remover poluentes emergentes no seu
ponto de entrada evitando a sua acumulacdo no ambiente. Para tal, foram sintetizados e
caracterizados seis liquidos idnicos suportados (LIS). Estes materiais foram inicialmente
testados na remocdo do &cido acetilsalicilico de solugdes aquosas de modo a familiarizar
0 operador com todas as condicBes de seguranga necessarias a0 manuseamento de
citostaticos. Sendo a ciclofosfamida um farmaco com elevada citotoxicidade, este deve
ser manipulado em ambiente fechado (cdmara de fluxo laminar) e todo o material
utilizado no seu manuseamento, ou as suas solugdes, incinerado. Para ambos os fa&rmacos,

foram obtidos dados experimentais cinéticos e de equilibrio e foram ajustados modelos.
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2. Parte Experimental

2.1.Materiais

Os reagentes utilizados na sintese dos materiais e preparacdo das solucdes,
encontram-se descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Reagentes utilizados na sintese dos materiais e preparacdo de solugdes, e
respetivos graus de pureza e fornecedor.

Reagente Pureza Fornecedor
(3-cloropropil)trimetoxisilano  98%

Acido acetilsalicilico 99.9%

Acros Organics
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Acido cloridrico 37% (sol. aquosa)

Ciclofosfamida 97% Acros Organics
Dimetilbutilamina 99% Aldrich

Etanol 99.9% Carlo Erba
Metanol >99.9% CHEM-LAB
N-metilimidazol 99% Acros Organics
N-N dimetilbenziamina >99% Sigma Aldrich
Silicagel (60A)  —ee Merck

Tolueno 99.8% Fisher Chemical
Tributilamina 99% Acros Organics
Trietilamina 99,6% Fisher Chemical
Trioctilamina <98% Fluka

2.2.Métodos de quantificacdo de farmacos
A quantificacdo do &cido acetilsalicilico nas vérias solugdes aquosas foi efetuada
por espectroscopia de UV-Vis, utilizando um Shimadzu UV-1800, Pharma-Spec UV-Vis,
e células de quartzo de 1x1 cm. Para tal estabeleceu-se a curva de calibracéo respetiva
(apresentada na Figura 26 do anexo D) ao comprimento de onda maximo do acido

acetilsalicilico (273 nm).

A quantificagdo da ciclofosfamida em solucdo aquosa foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor diode-array (HPLC-DAD). Os
cromatogramas foram registados utilizando o equipamento Shimadzu, Prominence

Modular HPLC, com uma coluna analitica Reprosil C-18 (com silica esférica porosa de
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5 um e didmetro de poro de 100 A e 250 x 4.6 mm de tamanho) da GmbH. A temperatura
de operacéo da coluna foi fixada a 25 °C. A fase movel utilizada consistiu numa mistura
de acetonitrilo (A) e agua (B) em que a relagdo A/B foi de 30:70 (v/v). A eluicdo foi
realizada com um caudal de 0,8 mL/min e o volume de injecdo foi de 20 uL. O
comprimento de onda para a quantificacdo da ciclofosfamida foi estabelecido a 197 nm,

sendo que a curva de calibracéo respetiva encontra-se na Figura 27 do anexo D.

2.3.Sintese dos liquidos i6nicos suportados

Os LIS foram sintetizados a partir de silica gel comercial, com tamanho de poro
de 60 A. Previamente & sua funcionalizacdo com Lls, a silica foi ativada por tratamento
com uma soluc¢éo de acido cloridrico (37%, m/m) durante 24 h. Apds este periodo, lavou-
se com agua destilada e secou-se numa estufa a 60 °C durante 24 h. A silica ativada (5,0
g) adicionaram-se 60 mL de tolueno, e de seguida adicionaram-se 5 mL de 3-
cloropropiltimetoxisilano. A suspenséo foi colocada em refluxo e sob agitacdo magnética
durante 24 h. Apos este periodo, filtrou-se, e 0 material foi lavado com tolueno (100 mL),
etanol:dgua 1:1 (200 mL), &gua destilada (500 mL) e metanol (100 mL), e secou-se a 60
°C durante 24 h. A silica funcionalizada com 3-cloropropilsilano designa-se por SilprClI.
A este material (5,0 g) adicionaram-se 50 mL de tolueno e 5 mL de 1-metilimidazole
(fonte do catido). Esta suspensao ficou sob agitacdo magnética e em refluxo durante 24
h. Apos este periodo, filtrou-se, e o material foi lavado com tolueno (100 mL), metanol
(350 mL), agua destilada (300 mL) e metanol (150 mL), e foi seco a 60 °C durante 24 h,
tendo-se obtido a silica funcionalizada com o liquido idnico cloreto de
propilmetilimidazoélio (SilprMImCI). Na Figura 9 esta representado um esquema da

sintese usada para a preparacdo deste LIS.

OH \_0 H
OH + /\o /\/\CI 0

Cl
OH O_\ tolueno refluxo 7 —o~ \/\/
SiO: 3-cloropropiltimetoxisilano SilprCl
OH
/CH N-metilimidazol
tolueno refluxo
SilprNMImCl

Figura 9- Preparacgdo da silica funcionalizada com cloreto de propilmetilimidazolio.
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Para a sintese dos restantes LIS, foi repetido o procedimento anterior, tendo-se

substituido o N-metilimidazol por outros reagentes que representam a fonte do catido. Na

Tabela 4 estdo apresentados os diferentes reagentes utilizados como fonte do catido e o

LIS a que dao origem.

Tabela 4 — Fonte do catido e representacdo do LIS correspondente.

Fonte do catido LIS
N-metilimidazole
\ /\N"/CHS
SilPrMImCI
N-N dimetilbenzilamina
o\ /OH
% /Si\/\/N+
‘ cl
SilPrNMe;BzCl
Trietilamina 7z I \
- N
o \\
SilPrNEtsCl
Trioctilamina
——o0 OH
\Si/
O/ Wﬁ
\/\/\/\/
cl
SilPrN(Cs)sCl
Dimetilbutilamina 7 . OH

&\|\\
O\c_q

SilPrNMe,BuCl
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Tributilamina

Z_O\S/OH
i *N
é_o/ \/\/ E/\/

SilPrNBusCl

2.4.Caracterizacao do material

2.4.1. Anélise Elementar

O teor (em percentagem de massa) de carbono, hidrogénio e azoto dos LIS
sintetizados (SilPrMImClI, SilPrNMe2BzCl, SilPrNEt:Cl, SilPrN(Cs)3Cl,
SilPrNMe2BuCl e SilPrNBusClI) foi determinado por anélise elementar utilizando o
equipamento TruSpec 630-200-200, com uma amostra de aproximadamente 2 mg, uma
temperatura do forno de combustdo de 1075 °C, e uma temperatura do forno de pds-
combustdo de 850 °C. O método de quantificacdo de carbono e hidrogénio corresponde a

absorcdo de infravermelho, e o de azoto a condutividade térmica.

2.4.2. Ressonancia Magnética Nuclear de 3C

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono no estado sélido (**C
RMN) foram registados a 9,7 T num espectrémetro Bruker Avance Il - 400 MHz
(modelo DSX) com uma sonda VTN e rotacdo de angulo magico de polarizacdo cruzada
(CPMAS) de 4 mm a 100,6 MHz, a temperatura ambiente.

2.4.3. Ponto de Carga Zero

O ponto de carga zero (PZC) dos materiais foram determinados a partir de medidas
de potencial zeta obtidas com o equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd. Malvern). Os valores de potencial Zeta foram registados para suspensdes
dos materiais em agua a diferentes valores de pH. Para ajustar os valores de pH das
suspensodes foram utilizadas solugdes de NaOH e HCI (0,01 M). As medidas foram efetuadas

a 25 °C utilizando uma célula propria para o efeito.

2.4.4. Microscopia eletrénica de varrimento
A microscopia eletrénica de varrimento (SEM) foi realizada utilizando um
microscopio Hitashi SU-70, equipado com EDX Bruker, modelo Quantax 400. Foi preparada

uma suspensdo dos materiais pela sua deposicao em agua sobre um substrato de vidro. Apds
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a evaporacéo do solvente, foi depositado um filme de carbono para aumentar a condutividade

da amostra.

2.5.Estudos de Adsorcéo

2.5.1. Cinéticas de adsorcao

Para o acido acetilsalicilico, as cinéticas de adsorcdo para cada SIL foram
determinadas utilizando 10 mL de solugfes aquosas com uma concentracdo de 0,032 g.L
1 (0,178 mmol.L ") de farmaco com 0,064 g dos LIS. Estas suspensdes foram colocadas
em erlenmeyers distintos num agitador orbital a 150 rpm e a (25 + 0,5) °C. Para se avaliar
a cinética de adsorcdo, foram recolhidas amostras da solucdo aquosa entre 0 e 180 min.
De cada erlenmeyer (um para cada tempo de recolha), foram retirados 5 mL e colocados
em falcons de 15 mL. Estes foram centrifugados a 6000 rpm durante 10 min, e a
quantidade de acido acetilsalicilico em solucéo foi quantificada através da espectroscopia

de UV-Vis a 272 nm. Foram realizadas duas réplicas para cada tempo em analise.

As cinéticas de adsorcdo para a ciclofosfamida para cada material foram
determinadas com 10 mL de solugdo aquosa com uma concentragdo de 100 ug.mL™*
(0,383 mmol.L ) utilizando 0,05 g de LIS. Colocaram-se asa amostras num agitador
orbital, a 150 rpm e (25 + 0,5) °C, em copos descartaveis que no final das experiéncias
seguiram para inceneracdo. Tal como com o acido acetilsalicilico, foram recolhidas
amostras da solucé@o aquosa entre 0 e 180 min. Foram retirados 1,5 mL de amostra,
colocados em eppendorfs, e centrifugados a 6000 rpm durante 10 min. A quantidade de
ciclofosfamida em solucéo foi quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia,

HPLC-DAD, a 197 nm. Foram realizadas duas réplicas para cada tempo em analise.

2.5.2. Isotérmicas de adsorcao

Para determinar as isotérmicas de adsorcdo do acido acetilsalicilico nos varios
materiais, foi utilizado um procedimento semelhante ao descrito anteriormente. Foram
utilizadas diferentes concentragdes da solugédo de &cido acetilsalicilico que variam entre
0,012 e 0,32 g.L™L. Utilizou-se a mesma quantidade de LIS utilizada anteriormente para
0s estudos cinéticos (0,064 g) e definiu-se o tempo de equilibrio aos 140 min. As
condicBes de agitacdo e de centrifugacdo foram as mesmas aplicadas no estudo cinético.

Estes valores encontram-se na Tabela 15 do anexo D.

Também para a ciclofosfamida, o procedimento utilizado foi semelhante ao

descrito anteriormente. Foram utilizadas solu¢Ges aquosas de diferentes concentracfes de
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ciclofosfamida, que variam entre 10 e 200 pg.mL™. Utilizou-se a mesma quantidade de
LIS utilizada nos estudos cinéticos (0,05 g) e definiu-se o tempo de equilibrio aos 140

min. As condicGes de agitacdo e de centrifugacdo foram as mesmas aplicadas ao estudo
cinético. Estes valores encontram-se na Tabela 16 do anexo D.
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3. Resultados e Discussao

3.1.Sintese e caracterizacdo dos materiais

Os resultados do teor de carbono, hidrogénio e azoto dos varios LIS preparados
encontram-se descritos na Tabela 5. O material SilprCl apresenta C e H, mas como
esperado ndo contém N, indicado a auséncia do anel aromatico imidazdélio. Os teores de
carbono e azoto (em percentagem maéssica) dos materiais finais suportados variam de
64,4% a 80,7 e de 0,8% a 20,3%, respetivamente. Relativamente ao azoto, esta
percentagem vem do azoto existente no catido, permitindo concluir que os LIs foram

imobilizados na superficie da silica.

Tabela 5 - Analise elementar (em percentagem massica) dos LIS sintetizados.

Amostra % C % H % N
SilPrCL 79,3 20,7 0,0
SilPrMImCI 64,4 16,3 20,3
SilPrNMe;BzCl 79,5 16,0 4,54
SilprN(Cs)sCl 79,2 20,0 0,8
SilPrNEt:Cl 80,7 15,2 4,05
SilPrNBu;Cl 76,3 21,0 2,7
SilPrNMe,BuCl 78,8 16,3 4,95

Quanto aos espectros de RMN de *C do material SilprCl, observam-se sinais a
10, 27 e 47 ppm, representados na Figura 10, e que correspondem aos trés atomos de
carbono (C2, Cl e C3).
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Figura 10 - Espectro CPMAS de *3C do SilprClI.

O sucesso da preparagdo do SilprMImCI foi confirmado através de RMN de
estado sélido de 3C, como demonstrado na Figura 11 onde os sinais a 10, 24 e 37 ppm
correspondem aos trés atomos de carbono da cadeia lateral alquilica do anel aromatico
(C2, C1 e C6), os sinais entre 120-140 ppm correspondem aos carbonos aromaticos do

imidazolio (C5 e C4), e o sinal a 52 ppm corresponde ao carbono da cadeia metilica (C3).
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Figura 11 — Espectro CPMAS de *3C do SilprMImCI.

Também foi confirmada a preparacdo do SilprNMe2BzCl através de RMN de
estado solido de *C, como demonstrado na Figura 12, onde os sinais a 10, 26 e 64 ppm
correspondem aos trés atomos de carbono da cadeia principal do SilprCl (C2, C1 e C3),
0 pico a 47 ppm corresponde aos carbonos da cadeia metilica (C4), o sinal a 68 ppm
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corresponde ao carbono da cadeia metilica que se liga ao aromatico (C5), e 0s sinais que
variam de 120-140 ppm correspondem aos carbonos arométicos do grupo dimetilbenzilo
(C6, C7 e C8).

Intensidade (u.a.)
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Figura 12 - Espectro CPMAS de *3C do SilprNMe.BzClI.
A preparacdo do SilprNMe2BuCl foi também confirmada através de RMN de

estado solido de *C, como demonstrado na Figura 13, onde os sinais a 10, 15 e 64 ppm
correspondem aos trés atomos de carbono da cadeia principal do SilprCl (C2, C1 e C3),
sendo que os picos a 15 e a 64 ppm também correspondem a dois dos carbonos da cadeia
do dimetilbutilo (C8 e C5, respetivamente), os picos a 19 a 24 ppm correspondem aos
carbonos C7 e C6, respetivamente (provenientes da cadeia de dimetilbutilo), e o pico a
50 ppm corresponde ao carbono C4 que confirma a existéncia das cadeias alquilicas no

amonio quaternario.
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Figura 13 - Espectro CPMAS de *3C do SilprNMezBuCl.
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Para os restantes LIS, SilPrN(Cs)sCl, SilPrNBusCl e SilPrNEtsCl, e pela analise
dos espectros de CPMAS 13C, Figura 14, ndo se pode concluir se estes estdo ou ndo
funcionalizados, talvez devido a baixa extensdo de funcionalizagdo dos materiais com 0s
respetivos liquidos idnicos. No entanto, outras técnicas (analise elementar apresentada

atras e PZC discutida de seguida) confirmam a funcionalizacdo destes materiais.

SilPrCl
SilPrMImCl
SilPrN McszCl

SiIPrNEt,Cl N I A
— SilPNBu,Cl I . S -
— SilPIN(C,),Cl

SilPrNMe BuCl

A

Intensidade (u.a.)

— T T — 1 ' T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Desvio Quimico (ppm)

Figura 14 - Espetro CPMAS de *C dos distintos LIS sintetizados.

O potencial Zeta foi utilizado para estudar a carga superficial das particulas de
silica. Este refere-se ao potencial elétrico entre a camada interfacial de uma particula
dispersa e um ponto mais afastado desta camada [90]. Um dos fatores que tem maior
influéncia no potencial zeta € o pH do meio. A Figura 15 mostra o potencial zeta em
funcdo do pH para os varios LIS sintetizados, comparando-os com o SilprCl. Registando-
se a variagdo do potencial zeta com o pH podemos aferir o valor PZC do material, isto é,
a que pH é que o material tem carga zero. Na Tabela 6 estéo indicados os valores de PZC
dos diferentes LIS.
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Figura 15 - Representacdo do PZC para diferentes valores de pH para todos os LIS

sintetizados.
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Tabela 6 - Tabela com os valores do PZC para os quais os LIS tém carga zero.

LIS PZC
SilprCl 4,50
SilprMImCl1 9,52
SilprNMe;BzCl 8,90
SilprNEt:Cl 9,12
SilprNBu3Cl 7,33
SilprNMe,;BuCl 9,19
Silpr(Cs)sCl 6,30

Como se observa na Figura 15 e na Tabela 6 pode concluir-se que os valores dos
seis LIS sintetizados séo diferentes do SilPrClI, sendo que todos tém o seu ponto de carga
zero a um pH superior ao do SilPrCl. Assim pode-se concluir que os LIS foram
sintetizados com sucesso dado que estes valores devem-se a presenca do catido.

A técnica de microscopia eletrénica de varrimento foi utilizada para caracterizar
morfologicamente os varios LIS. A Figura 16 apresenta as imagens de SEM para alguns
dos LIS sintetizados, nomeadamente SilPrMImCI e SilPrNEt:CIl, com duas ampliagdes
distintas. Em suma, ndo se observam alteracbes morfoldgicas nos LIS relativamente a

silica sem funcionalizacao, fendmeno andlogo em todos os materiais preparados.
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Figura 16 — Imagens de SEM para a silica, o SilPrMImCI e SilPrNEtsCI.

3.2.Estudos de Adsorcéo
A adsorcdo ocorre quando um soluto gasoso ou liquido se acumula na superficie
de um s6lido ou de um liquido (adsorvente), formando um filme molecular ou atémico (o
adsorvato). O adsorvato pode ser fixado através de ligagdes fisicas ou quimicas sobre um
adsorvente e, consequentemente, ocorrera adsorcao fisica ou quimica [91]. A adsorcdo é
considerada um dos métodos com melhor relacéo custo-beneficio no tratamento de agua
[91].
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Neste trabalho, os adsorventes investigados foram os varios LIS sintetizados, que
visam remover o &cido acetilsalicilico e ciclofosfamida de solugbes aquosas. As
experiéncias de adsorcdo realizadas incluem o estudo da cinética de adsorcdo e do
equilibrio isotérmico de adsor¢do. Aos resultados experimentais obtidos foram aplicados

varios modelos descritos de seguida.

A concentragio de equilibrio do adsorvato na fase sélida (ge /mmol.g?) foi
determinada a partir da Equacao (1) [92]:

(Co—Ce) XV 1)

qe = W

onde w é a massa do LIS (g), V é o volume da solucdo de &cido acetilsalicilico (L), Co e
C.(mmol.L?) sdo, respetivamente, a concentragdo de equilibrio da solucéo antes e depois

do processo de adsor¢éo nos LIS.

3.2.1. Cinética de adsor¢éo
Foram aplicados dois modelos cinéticos, modelo de Lagergren [93] de pseudo-
primeira ordem (PFO) e modelo de Ho [94] de pseudo-segunda ordem (PSO) aos

resultados experimentais em termos de cinética de adsorcéo.

O modelo de Lagergren [93] é utilizado principalmente para descrever a adsorcao
de um adsorvato a partir de uma solugédo aquosa, tal como descrito pela Equacéo (2), onde
S representa os locais de adsorcdo, M é o adsorvato e MS a concentracdo de adsorvato

ligado ao sorvente [95]:

S+ M- MS )

Este modelo é descrito pela Equagéo (3):

% = k1 X (e — q¢) )

dt
onde t € o tempo (min), ge € a quantidade de adsorvato adsorvido pelo adsorvente em
equilibrio (mmol.g?), q: é a quantidade de adsorvato adsorvido pelo adsorvente nos
diferentes tempos (mmol.g), e ki (min™?) é a constante de adsor¢do de pseudo-primeira

ordem.
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O modelo de pseudo-segunda ordem ou modelo de Ho [94], ao contrario do
modelo anterior, descreve o comportamento do sistema em toda a faixa de sorgdo
baseando-se, também, na capacidade de sor¢do do solido. Este é representado pela
equacéo (4) [96], [97].

25+ M - M(S), (4)

Este modelo é semelhante ao de primeira ordem, excetuando que a adsor¢éo do
adsorvato no adsorvente € governada por uma equacao de segunda ordem, onde a cinética
é descrita pela Equagdo (5) [94], [95]:

dq; )

P ky X (qe — q1)*

onde k2 (g.mmol™.min™) é a constante de pseudo-segunda ordem.

Os modelos foram ajustados aos dados experimentais utilizando o software
Matlab R2015a.

3.2.2. Isotérmicas de Adsorcao

Os estudos das isotérmicas de adsorcdo fornecem informag6es sobre 0 mecanismo
de adsorcao, as propriedades da superficie e a afinidade do adsorvato para o adsorvente.
Estes modelos indicam também como as moléculas de adsorvato se distribuem entre as
fases liquida e sélida no equilibrio. Os modelos de equilibrio de adsor¢cdo mais comuns
sdo os modelos de Langmuir [98] e Freundlich [99].

O modelo da isotérmica de Langmuir [98], [100], [101] ¢é baseado em quatro

pressupostos:

e aadsorgdo ocorre em locais definidos na superficie (centros ativos);
e a adsorcdo é homogénea, 0 que significa que uma Unica molécula de

adsorvato é capaz de se ligar aos locais especificos do adsorvente;
e as moléculas adsorvidas ndo interagem umas com as outras;

e a adsorcdo apresenta um maximo (Qmax) correspondente a formacdo de

uma monocamada.

A isotérmica de Langmuir descreve-se pela equacéo (6):
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— qmax XB X Ce (6)
e="11Bxg,

onde C. é a concentragio em equilibrio do adsorvato (mmol.L™?), ge € a concentragdo em

equilibrio do adsorvato na fase sélida (mmol.g?), B (L.mmol?l) é a constante da
isotérmica de Langmuir, e gmax (Mmol.gt) é a capacidade maxima de adsor¢do da

monocamada.

O modelo da isotérmica de Freundlich [99] assume que a cobertura do material
se deve aproximar de um valor constante correspondente a uma camada monomolecular
de soluto, a medida que C. aumenta [100]. A equagdo (7) descreve a isotérmica de

Freundlich:

1
de = Kf X Ce/n (7)

onde Kre n sdo as constantes da isotérmica de Freundlich e representam a capacidade de
adsorcéo e a intensidade de adsorcao, respetivamente [102], [103]. Valores de nentre 1 e

10 indicam uma adsorcéo favoravel e esta relacionado com a néo linearidade do modelo.

Os modelos foram ajustados aos dados experimentais utilizando o software
Matlab R2015a.

Também foi também calculada a eficiéncia de adsorcéo (%AE) para todos os LIS

a partir da equacéo (8):

Co — Ce (8)

%AE = x 100

0

onde Co e Ce (mmol.L?) sdo as concentracdes de equilibrio de cada um dos farmacos
antes e depois da adsorcdo nos LIS, respetivamente. As concentragdes iniciais de &cido

acetilsalicilico foi de 0,178 mmol.L* e de ciclofosfamida foi de 100umol.L™.

3.3.Adsorcéo do Acido Acetilsalicilico

3.3.1. Cinéticas de adsorcao
As curvas cinéticas de adsor¢do do acido acetilsalicilico nos varios LIS foram
determinadas com o objetivo de avaliar e estabelecer o tempo de contato adequado para

estudos posteriores em isotéermicas de adsorcdo. Os valores experimentais de ge, assim
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como os da eficiéncia de adsorcao, assumidos como maximos, estdo descritos na Tabela
7. A concentracdo inicial do farmaco nestes ensaios corresponde a 0,178 mmol.L, onde
se utilizou um volume de 10 mL de solugdo aquosa com farmaco e 0,064 g de material.

Tabela 7 — Valores de ge (mmol.g?) e eficiéncia de adsorgdo (% AE) correspondente ao
estudo da cinética de adsorcdo do acido acetilsalicilico.

SIL Qe,experimental (MmMol.g™t) % AE + o
SilPrMImCl 0,0044 = 0,0001 14,0+ 8,7
SilPrNMe:BzCl 0,0214 £ 0,0003 72,1+0,3
SilPrNBusCl 0,0157 = 0,0004 55,9+ 3,2
SilPrNMe:BuCl 0,0232 = 0,0016 63,5+0,1
SilPrN(Cs)sCl 0,0149 £ 0,0014 53,0x0,0

Para explorar os mecanismos de adsorcdo do &cido acetilsalicilico nos LIS
sintetizados, foram aplicados dois modelos cinéticos, um de pseudo-primeira ordem
(equacdo (3)) e um de pseudo-segunda ordem (equacdo (5)). As comparacdes dos
resultados experimentais com 0s varios ajustes encontram-se na Figura 17, e o0s

parametros cinéticos de adsorcao encontram-se resumidos na Tabela 8.
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Figura 17 - Valores experimentais do ge (mmol.g™) do &cido acetilsalicilico em fungéo
do tempo (min), com as respetivas barras de erro, e representacdo dos modelos cinéticos
de pseudo-primeira ordem (PFO) e pseudo-segunda ordem (PSO) para 0s materiais:
SilprNBusCl (A), SilprNMezBzCl (B), SilprN(Csg)sCl (C), SilprNMezBuCl (D) e
SilprMImCI (E).
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Tabela 8 - Parametros cinéticos para os modelos de pseudo-primeira ordem (PPO) e
pseudo-segunda ordem (PSO) para os diferentes LIS sintetizados.

Pseudo-Primeira ordem Pseudo-Segunda ordem
SIL Qe k1 R2 Qe ko n2
(mmol.g?)  (min?) (mmol.g?)  (min?)

SilPrMImCl 0,0043 0,197 0,980 0,0044 216,187 0,993
SilPrNMe2BzCl 0,0210 0,332 0,971 0,0212 142,290 0,993
SilPrNBusCl 0,0151 0,351 0,989 0,0158 43,866 0,994
SilPrNMe:BuCl 0,0227 0,388 0,955 0,0230 115,670 0,985
SilPrN(Cs)sCl 0,0141 0,434 0,980 0,0148 51,472 0,982

Com todos os materiais, e nas condi¢cdes avaliadas, verificou-se que ap6s 20 min
ja se tinha estabelecido o equilibrio do adsorvato na fase sélida, que se manteve constante
até aos 180 min avaliados. A adsorgao do &cido acetilsalicilico é muito rapida (= 20 min),
0 que significa uma rapida ligacdo deste farmaco a superficie do adsorvente. As
concentragdes maximas de equilibrio de adsorvato na fase solida foram de (0,0044 +
0,0001) mmol.g?, (0,0214 + 0,0003) mmol.g?, (0,0157 + 0,0004) mmol.g?, (0,0232 +
0,0016) mmol.g? e (0,0149 + 0,0014) mmol.g? para os materiais SilPrMImCI,
SilPrNMe2BzCl, SilPrNBusCl, SilPrNMe2BuUCl, e SilPrN(Csg)sCl, respetivamente. De
acordo com os resultados obtidos, a concentracao de equilibrio do adsorvato na fase sélida
diminui na seguinte sequéncia de LIS: SilPrNMe>BuCl > SilPrNMe>BzCl1 > SilPrNBusCl
> SilPrN(Cg)sCl > SilPrMImCI. Em suma, conclui-se que os materiais mais eficientes sdo
o SilPrMe2BuCl e o SilPrNMe>BzCl, sendo que as eficiéncias de adsorcéo experimentais
foram de (63,5+0,1)% e de (72,1+0,3)%, respetivamente.

De acordo com os coeficientes de correlagio (R?) obtidos para o modelo cinético
e listados na Tabela 8, conclui-se 0 modelo de pseudo-segunda ordem descreve de melhor
forma os dados experimentais de adsor¢ao. Esses resultados indicam que o processo de

adsor¢ao ¢ controlado pela adsor¢do na interface liquido-solido no adsorvente.

No estudo do &cido acetilsalicilico foi também determinado o pH a que se
realizaram os estudos de adsorcao afim de verificar se a adsor¢éo pode ser favorecida por
interacdes electroestaticas entre o farmaco e os LIS testados. O pH medido para a solucao
aquosa foi de 3,18. Tendo em consideracao o pKa do acido acetilsalicilico dado na Tabela
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2 e na Figura 22 do Anexo A, a este pH o farmaco encontra-se em ambas as formas, neutra
e carregada negativamente, pelo que devem existir interagdes electroestaticas e interacdes
dispersivas entre o farmaco e o SIL responsaveis pelas elevadas eficiéncia de adsorcéo

observadas.

3.3.2. Isotérmicas de adsorcao

Os dados experimentais das isotérmicas de adsor¢éo a 25°C foram ajustados pelos
modelos de Langmuir [98] e Freundlich [99], dados pelas equacbes (6) e (7),
respetivamente. O tempo de contato para realizar os estudos de isotérmicas de adsor¢do
foi fixado em 140 min para garantir que o equilibrio fosse totalmente atingido. A relacdo
entre as concentracdes de equilibrio do &cido acetilsalicilico entre as fases solida e liquida
¢ apresentada na Figura 18, onde se encontram também representados os modelos

utilizados.
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Figura 18 - Valores experimentais de ge (mmol.g™) em fungéo de Ce(mmol.L™) para o
acido acetilsalicilico, e representacdo dos modelos de Langmuir e Freundlich para os
materiais: SilPrNBusClI (A), SilPrNMe2BzClI(B), SilPrN(Csg)3Cl (C), SilPrNMe.BuCl (D)
e SilPrMImCI (E).

A adsorcdo do acido acetilsalicilico em LIS aumenta com o aumento da sua
concentracdo inicial até a saturacéo, onde se observa posteriormente um patamar em Qe
que corresponde ao equilibrio e saturagdo do material. Tal como descrito pela Figura 18,
as isotérmicas de adsorcao apresentam um perfil adequando, mostrando que a saturacao

e equilibrio foram atingidos e que ndo existe desor¢do do analito nestes ensaios.
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Na Tabela 9 estdo apresentados os parametros das isotérmicas de adsor¢édo e 0s
coeficientes de correlagdo (R?) correspondentes aos modelos de Langmuir (equagao (6))
e de Freundlich (equacéo (7)).

Tabela 9 - Constantes calculadas a partir dos modelos de Langmuir e Freundlich e

respetivos coeficientes de correlacdo para a adsorcao do acido acetilsalicilico nos varios
SIL sintetizados.

Langmuir Freundlich
SIL max B
(mr:ol.g'l) (L.mmol™?) R ki " R
SilPrMImCl 0,03 2,27 0,967 0,0250 1,83 0,929
SilPrNMe:BzCl 0,12 4,00 0,961 0,1194 1,80 0,929
SilPrNBusCl 0,06 4,43 0,972 0,0511 2,33 0,925
SilPrNMe2BuCl 0,08 4,03 0,982 0,0612 2,76 0,945
SilPrN(Cs)sCl 0,03 27,5 0,986 0,0589 2,35 0,950

Para 0 modelo de Langmuir os R? sdo: 0,967, 0,961, 0,972, 0,982 e 0,986 para
SilPrMImCI,  SilPrNMezBzClI, SilPrNBusCIl, SilPrNMe.BuCl e SilPrN(Cs)sCl,
respetivamente. Para o modelo de Freundlich os R? sdo: 0,929, 0,929, 0,925, 0,945 e 0,950
para SilPrMImCI, SilPrNMe2BzCl, SilPrNBusCl, SilPrNMe2BuCl e SilPrN(Cs)sCl,
respetivamente. Assim, comparando os valores de R?, observa-se que 0S RZ angmuir >
RZereundlich €m todos os LIS, levando a concluir que a adsorcéo do acido acetilsalicilico
nos cinco LIS é melhor descrita pelo modelo de Langmuir. Esta tendéncia sugere que a
adsorcdo do farmaco ocorre através da formacdo de uma monocamada na superficie

externa do adsorvente.

Pelo modelo de Langmuir, a capacidade maxima de adsor¢do na monocamada é
de 0,03, 0,12, 0,06, 0,08 e 0,03 mmol.g! para SilPrMImCI, SilPrNMe;BzCl,
SilPrNBu3Cl, SilPrNMe>BuCl e SilPrN(Csg)sCl, respetivamente (Tabela 9). Estes valores
correspondem a uma quantidade maxima de equilibrio de 0,005g, 0,022g, 0,011g, 0,014g
e 0,005g de farmaco por grama de material, para SilPrMImCI, SilPrNMe;BzCl,
SilPrNBusCl, SilPrNMe2BuCl e SilPrN(Csg)3Cl, respetivamente.

O écido acetilsalicilico é encontrado em aguas residuais em valores na ordem dos

ug.L [104]. Considerando um valor é 1 ug.L™?, e considerando o valor maximo de Qmax
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(0,120 mmol.g?) determinado pelo modelo de Langmuir correspondente ao SIL
SilPrNMe2BzCl, pode-se concluir que 1 g deste material serd capaz de tratar cerca de
22000 L de &gua (em condigdes ideais).

Existem alguns estudos na literatura sobre a utilizacdo de outros materiais para a
remocdo do mesmo farmaco de solugdes aquosas. Por exemplo, ja foi reportada a
utilizacdo de um zeolito natural (clinoptilolita) modificado com catides metalicos (Cu(ll),
Zn(11), Ni(I1) e Mn(11)) e com argilas (caulino e bentonita, puras ou modificadas por troca
ionica com cloreto de octadecildimetilbenzilamonio) para remover acido acetilsalicilico,
com capacidades de adsorc&o que variam entre 0,011 e 0,021 mmol.g™ [52] . Comparando
com os resultados obtidos neste trabalho, os LIS surgem como materiais mais promissores
para a remocdo deste farmaco. Também se estudaram 3 tipos de carvdo ativado para
remover o acido acetilsalicilico de solucdes aquosas, com um ¢ reportado de 0,1 mmol.g°
1192]. Este valor é semelhante ao obtido com o SilPrNMe2BzCl neste trabalho. Deve-se
no entanto salientar que a utilizagdo de carvéo ativado acarreta algumas desvantagens,
nomeadamente tem de ser descartado ap6s o seu tratamento, para além de que o seu

transporte e/ou reciclagem tém elevados custos operacionais.

3.4.Adsorcao da Ciclofosfamida
N os estudos de adsorcdo da ciclofosfamida foi efetuado primeiramente um ensaio
preliminar em termos de cinética de adsor¢do de modo a identificar quais os melhores
LIS para remover este farmaco. Assim preparou-se para uma solucédo de ciclofosfamida
com uma concentragdo de 100 pmol.L?, onde se utilizou um volume de 10 mL em
equilibrio com 0,05 g de material. Os resultados obtidos encontram-se sumariados na
Figura 19.
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Figura 19 - Estudo preliminar em termos de cinética de adsor¢éo da ciclofosfamida nos
varios LIS.

O comportamento observado com os LIS SilrMe,BuCl, SilprMe:BzCl e
SilprMImCI é diferente do dos LIS SilprNBusCl, SilprNEtsCl e SilprN(Csg)sCl. Nestes
trés ultimos materiais, ocorre uma adsor¢do muito rapida onde é estabelecido um patamar
de equilibrio entre os 15-20 min. Nestes observa-se um processo de adsorcdo tal como
previsto, sem desorcao do farmaco para tempos superiores. O comportamento em termos
de cinética de adsorcdo evidenciado pelos materiais SilprMe2BuCl, SilprMe2BzCl e
SilprMImCI indica processos de desor¢do ao longo do tempo, assim como alguns erros
experimentais que possam ter acontecido na amostragem e quantificagcdo, necessitando
portanto de estudos mais aprofundados no futuro para avaliar a performance destes

materiais na remocao da ciclofosfamida.
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Em todos os casos o pH da solugdo aquosa é cerca de 6. Tendo em atencao o valor
de pKa da CF dado na Tabela 2 e a sua especiacdo em funcdo do pH descrita na Figura
23 do Anexo A, o farmaco encontra-se na sua forma neutra as condi¢Ges em que foram
realizados os ensaios. Assim, ndo se esperam interacdes eletrostaticas entre a CF e 0s LIS
testados, 0 que por sua vez pode justificar o fato de os LIS com cadeias alquilicas de
diferentes tamanhos, apresentarem uma melhor performance para a remocdo do

citostatico dado que se favorecem interacdes de van der Waals.

Os resultados que se apresentam e discutem de seguida referem-se aos 3 SILs onde

0 comportamento em termos de cinética de adsorcdo foi de acordo com o esperado.

3.4.1. Cinética de adsor¢éo

As cinéticas de adsor¢do da ciclofosfamida foram avaliadas para os trés LIS
selecionados: SilprNBusCl, SilprNEt:Cl, SilprN(Cs)sCl. Estes ensaios foram realizados
para se avaliar o tempo de contato a partir do qual existe equilibrio entre o analito em
solucdo e o0 adsorvado, possibilitando estudos posteriores das isotérmicas de adsorcdo. As
concentragfes de farmaco, volume de solucdo e massa de material correspondem as
descritas anteriormente. Aplicaram-se as equacdes (3) e (5) para 0 modelo de pseudo-
primeira ordem e para 0 modelo de pseudo-segunda ordem, respetivamente, aos dados
experimentais. Tal como realizado para o &cido acetilsalicilico, também foi calculada a
%AE dos 3 SIL para a ciclofosfamida pela equacéo (8). Os valores experimentais de Qe,
assim como os da eficiéncia de adsorcdo, assumidos como maximos, estdo descritos na
Tabela 10. A concentragéo inicial do farmaco nestes ensaios corresponde a 100umol.L?,
onde se utilizou um volume de 10mL de solugdo aquosa de farmaco e 0,05 g de material.

Tabela 10 - Valores de ge (mmol.g?) e eficiéncia de adsorcdo (% AE) correspondente ao
estudo da cinética de adsorc¢do da ciclofosfamida.

SIL Ce,experimental (mmol.g‘l) %AEto
SilPrNBusCl 0,0563 + 0,0007 826+04
SilPrNEt;C1 0,0560 + 0,0001 81,8+0,2

SiIPrN(Cs)sCl 0,0563 + 0,0001 83,3+0,2

Para explorar 0s mecanismos de adsorcao da ciclofosfamida nos LIS selecionados

foram posteriormente aplicados dois modelos cinéticos, os modelos cinéticos de pseudo-
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primeira ordem (equacéo (3)) e pseudo-segunda ordem (equacdo (5)). Os respectivos

ajustes encontram-se na Figura 20 e os pardmetros cinéticos de adsorcao estdo resumidos

na Tabela 11.
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Figura 20 - Valores experimentais de ge (mmol.g-1) da ciclofosfamida em funcdo do
tempo (min), com as respetivas barras de erro, e representacdo dos modelos cinéticos de
pseudo-primeira ordem (PFO) e pseudo-segunda ordem (PSO) para 0s materiais

SilPrNBUsCI (A), SilPrN(Cs)sCl (B) e SilPrNEtsCI (C).

Tabela 11 - Pardmetros cinéticos para os modelos de pseudo-primeira ordem (PPO) e
pseudo-segunda ordem (PSO) para os diferentes LIS sintetizados.

Pseudo-Primeira ordem

Pseudo-Segunda ordem

SIL Qe k1 ) Qe ko )
(mmol.gl)  (min?) (mmol.g?)  (min?)
SilPrNBusCl 0,0559 0,599 0,979 0,0562 166,410 0,876
SilPrNEt;Cl1 0,0556 0,442 0,965 0,0558 173,592 0,991
SilPrN(Cs)sCl 0,0557 0,709 0,969 0,0560 164,148 0,992

Nas condicOes avaliadas, verificou-se que apds 15 min ja se tinha estabelecido o

equilibrio do adsorvato na fase sélida, que se mantém constante até aos 180 min
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avaliados. Tal como para o &cido acetilsalicilico (20min), a adsorcédo da ciclofosfamida é
muito rapida o que significa uma rapida ligacdo deste farmaco na superficie do
adsorvente. A concentragdo maxima de equilibrio de adsorvato na fase solida é
semelhante para os trés LIS: (0,0563 + 0,0007) mmol.g*, (0,0560 + 0,0001) mmol.g™* e
(0,0563 + 0,0001) mmol.g? para o SilPrN(Cs)sCl, SilPrNBusCl e SilPrNEtsCl,
respetivamente. Os coeficientes de correlagio (R?) obtidos para o modelo cinético de
pseudo-primeira ordem sdo 0,969, 0,979 e 0,965, enquanto que os obtidos para o modelo
de segunda ordem sdo 0,992, 0,876 e 0,991, para SilPrN(Csg)sCl, SilPrNBusCl e
SilPrNEt:Cl, respetivamente. Conclui-se que o modelo de pseudo-primeira ordem
descreve melhor os dados experimentais de adsorgdo para o SilPrNBu3sCl, enquanto que
para os outros dois LIS o modelo cinético de pseudo-segunda ordem é o que descreve
melhor os dados experimentais. Assim, podemos dizer que para o SilPrN(Cs)sCl e o
SIIPrNEt3Cl 0 processo de adsor¢do ¢ controlado pela adsor¢do na interface liquido-
s6lido no adsorvente, enquanto que no caso do SilPrNBusCl o processo de adsorcdo €
controlado por difusdo na particula do adsorvente [105].

3.4.2. Isotérmicas de adsorcao

Os modelos de Langmuir [98] e Freundlich [99] foram aplicados aos dados
experimentais das isotérmicas de adsorcdo a 25°C. O tempo de contato para realizar 0s
estudos de isotérmicas de adsorc¢do foi fixado em 140 min para garantir que o equilibrio
fosse totalmente atingido. A relagdo entre as concentracdes de equilibrio da
ciclofosfamida entre as fases solida e liquida é apresentada na Figura 21, onde estdo

também representados os dois modelos utilizados.

43



0.08 A B
O Experimental Data R O Experimental Data
0.07 [ Langmuir Caridiitr Bl
- Freundlich B $ 0.06 - — Freundlich @i et ®
L . )
0.06 s
0.05
—~o005f e ra
o g
E 04 » g el
5" £ % &
= o / £ o / ) OH
& 0.03 £ N/ (’
. ’,’ 7/ o OH - o —D/; \/\\ ,r.‘
/ { T s~
/ o ol 0.02f Co- T~
0.02f N e iy a
{ o S )r"
/ ®
0.01// ooty |
/e /
Pt 005 041 045 02 025 03 035 04 045 0 005 01 015 02 025 (I).s 035 04 045 05
Ce (mmol L") Ce (mmol L)
0.07
O Experimental Data C
Langmuir "
0.06 [ Freundlich )
® S
0.05
—_— ///
0041 i
£ A
/
Epl ™ 7 -
o 0.03 % /—() OH \ / S
/ N/ "
/ S /f\ -
0.02F /) / o NS
7 =
0.01 .“,“ 2
/e
0 005 01 015 02 025 03 035 04 045 05

Ce (mmol L)

Figura 21 - Valores experimentais de ge (mmol.g™) em funcdo de Ce (mmol.L?) para a
ciclofosfamida, e representacéo dos modelos de Langmuir e Freundlich para SilPrNBusCl
(A), SilPrN(Cs)sCl (B) e SilPrNEtsCI (C).

A adsorcdo da ciclofosfamida nos LIS aumenta com o aumento da sua
concentracdo inicial até a saturacdo, até se atingir um patamar em ge. Figura 21 é também

possivel verificar que as isotérmicas apresentam um perfil favoréavel.
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Tabela 12 - Constantes calculadas a partir dos modelos de Langmuir e Freundlich e
respetivos coeficientes de correlagdo para a adsorcdo da ciclofosfamida nos varios LIS
sintetizados.

Langmuir Freundlich
SIL max B
(mr:ol.g'l) (L.mmol™) R o " R
SilPrNBusCl 0,09 8,188 0,968 0,107 2,09 0,935
SilPrNEt:Cl1 0,08 8,190 0,925 0,097 214 0,881
SilPrN(Cs)sCl 0,08 10,87 0,942 0,097 240 0,890

Na Tabela 12 sdo apresentados os parametros das isotérmicas e os coeficientes de
correlacéo (R?) calculados pelas equagdes (6) e (7), derivados dos modelos de Langmuir
e de Freundlich. Para o modelo de Langmuir os R? sdo: 0,968, 0,925 e 0,942 para
SilPrNBu3Cl, SilPrNEt3Cl e SilPrN(Cs)sCl, respetivamente. Para 0 modelo de Freundlich
os R? sdo: 0,935, 0,881 e 0,890 para SilPrNBusCl, SilPrNEt;Cl e SilPrN(Cs)sCl,
respetivamente. Assim, observa-se que R angmuir > R%Freundiicn €M todos os LIS, indicando
que a adsorc¢do da ciclofosfamida é melhor descrita pelo modelo de Langmuir, tal como
se verificou com o &cido acetilsalicilico. Esta tendéncia sugere que a adsor¢do do farmaco
ocorre através da formacdo de uma monocamada na superficie externa do adsorvente,

onde ndo ocorre mais adsorcao.

Obteve-se uma concentracdo maxima de equilibrio de adsorvato, pelo modelo de
Langmuir, muito semelhante nos trés LIS: 0,08, 0,09 e 0,08 mmol.g* para SilprNEtsCl,
SilprNBusCl, e SilprN(Cs)sCl, respetivamente. Estes valores correspondem a uma
concentracdo maxima de equilibrio de 0,0209, 0,0236 e 0,0209 g de ciclofosfamida
adsorvido por grama de material.

Segundo pesquisa efetuada, ndo foram encontrados artigos cientificos que
reportem a remocao da ciclofosfamida com outros materiais. No entanto, foi encontrado
um trabalho que utiliza métodos de oxidacdo para a degradacdo do farmaco [106].
Segundo este estudo, obteve-se uma remocdo de ciclofosfamida de 59% para uma
concentragdo inicial da solucdo de 0,0000053 g.L™ [106]. Comparando este valor com o
valor mais elevado de eficiéncia de adsorcdo obtida neste trabalho (83,3% para o
SilPrN(Cs)sCl para uma concentrago inicial de 0,09 g.L ™), podemos concluir que os SIL

preparados sdo muito mais eficientes. Para além disso, neste trabalho sdo utilizados
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adsorventes onde ndo ocorre a degradacdo dos farmacos, mas sim a sua remogéo, ndo
produzindo assim produtos de degradagdo com toxicidade muitas vezes desconhecida.
Deste modo, a silica modificada com LIs pode ser considerada como um material de

adsorcéo eficiente para remover este tipo de farmacos de amostras aquosas.

Visando aplicagdo destes materiais na remogéo de ciclofosfamida de urina, e
atentando que a quantidade méaxima de ciclofosfamida que € administrada num paciente
diariamente é 300 mg [107], que a quantidade que é excretada pela urina é de 25% da
quantidade administrada [14], e que a quantidade média de urina de uma pessoa € de 2
L/dia, obtém-se uma concentra¢do de ciclofosfamida na urina de 0,0375 g/L. Assim,
tendo em conta o material com uma maior capacidade de adsorgéo (SilprNBu3Cl), uma

grama deste material € capaz de tratar 0,577 L de urina.

Se estes materiais forem considerados para possivel remoc¢éo de ciclofosfamida
em efluentes de ETAR, onde este farmaco foi detetada em niveis que variam entre 50
ug.L* a 10 ng.L [42], considerando a concentragdo maxima (50 pg.L™), temos que 1 g

do melhor material preparado consegue tratar (“idealmente”) cerca de 418 L de agua.
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4. Conclusoes e Trabalho futuro

O objetivo principal desta dissertacdo consistiu no estudo da adsorcdo de um
citostatico, a ciclofosfamida, utilizando liquidos i6nicos suportados (LIS) em silica,
visando a potencial aplicagdo destes materiais na remog&o de citostaticos de amostras de
urina de pacientes oncoldgicos. Foram sintetizados e caracterizados seis LIS para o efeito.
Devido a elevada toxicidade deste fArmaco e condicdes de seguranca necessarias, todo o
procedimento experimental a adotar foi primeiramente validado com o 4cido

acetilsalicilico.

No caso do acido acetilsalicilico, e para todos os LIS e condi¢Bes estudadas,
verificou-se que o equilibrio de adsor¢éo é alcangado aproximadamente aos 20 min. Para
a ciclofosfamida, o equilibrio é alcangado aproximadamente aos 15 min para todos os LIS
estudados. Os resultados cinéticos e de equilibrio de adsorcéo foram interpretados por
modelos bem conhecidos e amplamente utilizados. Para o acido acetilsalicilico, os valores
experimentais de cinética de adsorcdo sdo melhores descritos pelo modelo de pseudo-
segunda ordem para todos os LIS, e as concentragcbes méaximas de equilibrio de adsorvato
na fase sélida sdo de (0,0044 + 0,0025) mmol.g?, (0,0214 + 0,0003) mmol.g?, (0,0157 +
0,0004) mmol.g%, (0,0232 + 0,0066) mmol.g? e (0,0149 + 0,0014) mmol.g?, para
SilPrMImCI, SilPrNMe2BzCl, SilPrNBusCl, SilPrNMe.BuCl, e SilPrN(Cs)sCl,
respetivamente. Também foram determinadas as isotérmicas de adsorcdo do &cido

acetilsalicilico, sendo o melhor ajuste conseguido pelo modelo de Langmuir.

No caso da ciclofosfamida foi realizado um ensaio preliminar para verificar quais
os LIS que apresentavam um melhor comportamento para a adsor¢do deste farmaco,
permitindo a selecdo de trés LIS: SilPrNBusCl, SilPrNEt:Cl e SilPrN(Csg)sCl. O melhor
ajuste dos dados experimentais de cinética de adsorcdo € conseguido pelo modelo de
pseudo-segunda ordem para os dois Ultimos LIS, sendo que para o SilPrNBusCIl 0 modelo
de pseudo-primeira ordem ajusta-se melhor aos dados experimentais. A concentragdo
méaxima de equilibrio de adsorvato na fase sélida é semelhante para os trés LIS: (0,0563
+ 0,0007) mmol.g?, (0,0560 + 0,0001) mmol.g?! e (0,0563 + 0,0001) mmol.g? para
SilPrN(Cs)sCl, SilPrNBusCl e SilPrNEtsCl, respetivamente. No que toca as isotérmicas

de equilibrio, o modelo de Langmuir € o que melhor descreve os dados experimentais.

Como proposta de trabalho futuro, e relativamente a sintese de materiais, e

sabendo agora a influéncia da estrutura quimica do LI sobre a adsor¢éo da CF, sera de
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apostar na sintese de LIS utilizando LIs com cadeias alquilicas longas. Posteriormente,
deveria ser avaliada a capacidade destes materiais para remover ciclofosfamida de
amostras reais de urina, primeiramente de pacientes saudaveis com quantidades
conhecidas de farmaco adicionadas, seguida de amostras de urina de pacientes

oncologicos.

Contrariamente as técnicas de oxidacao que degradam a ciclofosfamida, a técnica
aqui proposta permite a remocdo e ndo a degradacdo da ciclofosfamida, pelo que é
expectavel uma reducéo significativa da toxicidade das solu¢fes aquosas tratadas. De um
modo geral, devem, no entanto, ser realizados ensaios de citotoxicidade das amostras
tratadas.
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Anexos
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Figura 22 - Especiacédo do acido acetilsalicilico com o pH [45].
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Figura 23 — Especiagdo da CF com o pH [44].
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B. Espectro de UV-Vis e Cromatograma de HPLC
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Figura 24 - Espectro de UV-visivel do acido acetilsalicilico com uma concentracdo de
0,054 g.L™.
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Figura 25 - Cromatograma da CF de uma solugdo com concentracéo de 10 pg.mL™.
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C. Retas de calibracgéo

C.1. Reta de calibracéo para o acido acetilsalicilico
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Figura 26 - Reta de calibracdo para o é&cido acetilsalicilico determinada por
espectroscopia de UV-Vis a 273 nm.

C.2. Reta de calibracéo para a ciclofosfamida
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Figura 27 - Reta de calibracdo para a ciclofosfamida determinada por HPLC-DAD a
197nm.
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D. Tabelas com resultados experimentais detalhados

Tabela 13 -Eficiéncia de adsorcdo (% AE), concentracdo de equilibrio do &cido acetilsalicilico apds adsorc¢do (Ce) e concentracdo de adsorvato na
fase sélida (qe), com os respetivos desvios-padrao (o) para os diferentes LIS.

t (min)

0,5

10
20
30
45
60
120
180

Ce

(mmol.LY)

0,0000
0,1588
0,1326
0,1174
0,0628
0,0877
0,0870
0,0808
0,0794
0,0801
0,0849
0,0842

SilPrNBusCl

qeic

(mmol.gt)

0,0000+0,0000
0,0033+0,0001
0,0073+0,0018
0,0098+0,0001
0,0117+0,0012
0,0144+0,0006
0,0147+0,0005
0,0155+0,0002
0,0157+0,0006
0,0157+0,0004
0,0150+0,0001
0,0150+0,0005

% AE +o

0,0+0,0
11,7+0,2
26,4+7,0
34,8+1,0
41,2+3,9
51,2415
51,6+1,1
55,1+1,6
55,9+3,2
55,5+2,0
52,8+0,8
53,2+ 2,8

Ce
(mmol.L
D)
0,0000
0,0753
0,0683
0,0656
0,0628
0,0594
0,0587
0,0573
0,0573
0,0690
0,0545
0,0532

SilPrNMe2BzClI

qe to
(mmol.gt)
0,0000+0,0000

0,0180+0,0015
0,0190+0,0008
0,0197+0,0007
0,0201+0,0007
0,0206+0,0006
0,0207+0,0006
0,0209+0,0006
0,0211+0,0006
0,0212+0,0018
0,0213+0,0003
0,0214+0,0003

% AE +
c
0,0+0,0
60,4+4,2
64,1+1,2
65,6+1,2
67,0%1,2
68,8+0,8
69,2+1,1
69,9+1,1
69,9+1,1
63,9+7,1
71,4+0,3
72,1+0,3

Ce
(mmol.LY)
0,0000
0,1650
0,1498
0,1153
0,0145
0,1070
0,1008
0,0145
0,0987
0,0960
0,0925
0,0898

SilPrN(Cs)sCl

Jeto
(mmol.g?)
0,0000£0,0000
0,0030x0,0006
0,0054+0,0004
0,0108+0,0004
0,0122+0,0005
0,0131+0,0003
0,0135+0,0002
0,0139+0,0008
0,0144+0,0016
0,0149+0,0014
0,0146%0,0005
0,0146+0,0007

% AE*o

0,0+0,0
10,7+2,6

18,8+0,8
37,6+2,9
42,0+0,1
45,5+2,8
46,5+1,0
48,0+1,2
49,7+£3,8
51,3+3,0
52,2+0,01
52,9+0,1
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t (min)

0,5

10
20
30
45
60
120
180

Ce

(mmol.L ™)

0,0000
0,1926
0,1905
0,1892
0,1885
0,1864
0,1857
0,1850
0,1850
0,1843
0,1843
0,1843

SilPrMImCI

Jexo
(mmol.g?)
0,0000+0,0000
0,0031+0,0002
0,0034+0,0005
0,0036+0,0002
0,0037+0,0008
0,0040+0,0002
0,0041+0,0001
0,0042+0,0003
0,0043+0,0003
0,0044+0,0010
0,0044+0,0007
0,0044+0,0001

%AE*o

0,0+0,0
10,1+8,4
11,0£8,1
11,6£7,5
12,0+7,9
13,0+8,3
13,4+9,3
13,8+9,7
13,8+9,7
14,0+8,7
14,0+8,1
14,0+8,7

Ce
(mmol.L
Y
0,0000
0,0939
0,0835
0,0808
0,0794
0,0753
0,0732
0,0718
0,0718
0,0697
0,0704
0,1015

SilPrNMe2BuCl

Qe +c
(mmol.g?)
0,0000+0,0000

0,0183+0,0012
0,0202+0,0002
0,0209+0,0009
0,0212+0,0009
0,0221+0,0007
0,0224+0,0007
0,0226+0,0004
0,0230+0,0009
0,0230+0,0002
0,0231+0,0015
0,0232+0,0016

% AE *
o
0,0+0,0
49,5+3,1
55,1+0,2
56,6+2,4
59,5+0,2
58,0£3,2
60,3+2,4
60,6+2,0
62,1+2,0
62,5+0,9
62,1+6,5
63,5+0,1
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Tabela 14 - Eficiéncia de adsorc¢do (% AE), concentracao de equilibrio da ciclofosfamida ap6s adsorcéo (Ce) e concentracdo de adsorvato na fase
solida (ge), com os respetivos desvios-padrio (o) para os diferentes LIS.

SilPrNBusCI SilPrN(Cs)sCl SiIlPrNEt:CI
tmin) _ o %AEEs G0 % AE £ 6 Ce oo % AE £ 6
(mmol.L™) (mmol.g™) (mmol.L'Y)  (mmol.g?) (mmol.L'Y  (mmol.g?)
0 0,0000 0,0000+0,0000 0,0+£0,0 0,0000 0,0000£0,0000  0,0£0,0 0,0000 0,0000+0,0000 0,0+0,0
0,5 0,0889 0,0512+0,00004 74,2+0,1 0,0969 0,0493+0,0013 71,918 0,0880 0,0519+£0,0001 74,5+0,1
1 0,0725 0,0534+0,0001  79,0+0,2 0,0758 0,0529+0,0009 78,0%1,3 0,0811 0,0536%£0,0003 76,5+0,4
2 0,0646 0,0544+0,0003  81,3%0,5 0,0712 0,0538+0,0006  79,3%£0,9 0,0736 0,0542+0,0001 78,6+0,1
5 0,0685 0,0550+0,0002 80,1+0,2 0,0733 0,0545+0,0000 78,7+0,04 0,0712 0,0547+0,0003 79,4+0,4
10 0,0676 0,0554+0,0002  80,4+0,3 0,0683 0,0551+0,0003 80,2%0,5 0,0724 0,0550£0,0003 79,0+0,4
20 0,0662 0,0558+0,0003  80,8+0,4 0,0640 0,0555+0,0005 81,4%0,8 0,0735 0,0553+£0,0007 78,7+1,0
30 0,0601 0,0558+0,0002 82,6+0,4 0,0652 0,0557+0,0003 81,1+0,4 0,0679 0,0556+0,0001 80,3+0,1
45 0,0681 0,0561+0,0003 80,2+0,4 0,0627 0,0560+0,0004 81,8+0,6 0,0674 0,0557+0,0002 80,4+0,3
60 0,0650 0,0563+0,0007  81,1+1,1 0,0611 0,0562+0,0002 82,3%0,3 0,0637 0,0558+0,0001 81,5+0,1

120 0,0612 0,0562+0,0000  82,2+0,1 0,0666  0,0562+0,0007 80,7+1,0 0,0631 0,0559+0,0002 81,7+0,2
180 0,0604 0,0562+0,0002  82,5+0,4 0,0575  0,0563+0,0001 83,3+0,2 0,0628 0,0560+0,0001 81,8+0,2
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Tabela 15 - Concentracao de equilibrio do &cido acetilsalicilico apds adsorcao (Ce) e concentracdo de adsorvido na fase sélida (ge) a 25 °C.

SilPrNBusClI
Ce Qe
(mmol.LY)  (mmol.g?)
0,000 0,000
0,050 0,002
0,055 0,015
0,084 0,019
0,110 0,025
0,187 0,032
0,252 0,043
0,327 0,038
0,448 0,045
0,514 0,043
0,672 0,044
0,821 0,013
1,043 0,044

SilPrNMez2BuCl

Ce
(mmol.LY)
0,000
0,055
0,057
0,106
0,147
0,248
0,328
0,534
0,599
0,688
0,901
1,354
1,783

Qe
(mmol.g?)
0,000
0,009
0,020
0,021
0,031
0,036
0,043
0,048
0,056
0,061
0,066
0,065
0,066

SilPrNMe2BzCl

Ce
(mmol.L?)
0,000
0,048
0,059
0,061
0,078
0,104
0,168
0,220
0,246
0,351
0,397
0,466
0,585

e
(mmol.gt)
0,000
0,004
0,010
0,020
0,025
0,040
0,048
0,059
0,062
0,071
0,075
0,076
0,076

SilPrN(Cg)sCl

Ce
(mmol.LY)
0,000
0,0476
0,1112
0,1457
0,2313
0,3556
0,4909
0,6110
0,7325
0,8071

Qe
(mmol.gt)
0,000
0,0029
0,0104
0,0146
0,0176
0,0195
0,0222
0,0232
0,0240
0,0240

SilPrMImCI
Ce Qe
(mmol.LY)  (mmol.g?)
0,000 0,000
0,0711 0,0001
0,1388 0,0069
0,1940 0,0092
0,2548 0,0144
0,2630 0,0131
0,3514 0,0174
0,4978 0,0196
0,7463 0,0218
0,8706 0,0222
0,9410 0,0216
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Tabela 16 - Concentracao de equilibrio da ciclofosfamida apds adsorgdo (Ce) e concentracdo de adsorvido na fase solida (ge) a 25 °C.

Ce
(mmol.L?)
0,0000
0,0216
0,0574
0,0631
0,1142
0,2612
0,3870
0,4511

SilPrNEtsCl

Qexo
(mmol.g?)
0,0000+0,0000
0,0033+0,0002
0,0116+0,00002
0,0334+0,0002
0,0538+0,0002
0,0551+0,0011
0,0595+0,0001
0,0618+0,0004

Ce
(mmol.L?)
0,0000
0,0147
0,0477
0,0612
0,1189
0,2472
0,3598
0,4364

SilPrNBusCl

Oexo
(mmol.g?)
0,0000x0,0000
0,0047+0,00002
0,0134+0,0006
0,0338+0,00004
0,0518+0,00001
0,0577+0,0003
0,0662+0,0002
0,0650+0,0016

Ce
(mmol.L?)
0,0000
0,0125
0,0458
0,0666
0,1007
0,2342
0,3761
0,4470

SilPrN(Cg)sCl

Jexo
(mmol.g™)
0,0000£0,0000
0,0051+0,00005
0,0139+0,0002
0,0327x0,0007
0,0565+0,0004
0,0605+0,0002
0,0613%0,0003
0,0625+0,0003
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