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RESUMO

A caracterizagdo de solidos e liquidos para o desenvolvimento de farmacos e medicamentos ¢ essencial para
assegurar o beneficiamento, o transporte ¢ o armazenamento dos produtos finais. Algumas acrilamidas sdo ativas
contra os virus Dengue (DENV) e Zika (ZIKV), apresentando agdo biologica significativa e baixa toxicidade em
células humanas, estas substancias sdo classificadas como moléculas organicas. Nas tltimas décadas, notou-se o
numero crescente de casos suspeitos de infec¢do por Chikungunya (CHIKV), doenca esta, bastante negligenciada
por terem sintomas semelhantes a DENV e a ZIKV, com auséncia de vacinacgdo e de tratamentos focais. O
estudo e a caracterizagdo de moléculas ativas sdo de grande importancia para alternativas terapéuticas ainda
desconhecidas ou pouco exploradas. Mediante a isso, a caracterizag@o por analises térmicas ¢ técnicas analiticas
complementares sdo ferramentas essenciais para o desenvolvimento de novos medicamentos, pois elas fornecem
dados sobre o comportamento térmico e a estrutura quimica dos materiais. O objetivo do trabalho foi determinar
a estabilidade térmica e degradagdo das acrilamidas LQM330, LQM333, LQM336 e LQM338 ativas contra o
virus CHIKV. A caracterizagdo das moléculas foram realizadas por Termogravimetria (TG), Calorimetria
exploratéria diferencial (DSC), Espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis) e na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (IVTF), Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM), Cromatografia liquida de alta-eficiéncia (CLAE) e Microscopia eletronica de varredura (MEV). Os
resultados obtidos evidenciaram que as moléculas LQM330, LQM333, LQM336 ¢ LQM338 apresentaram
purezas por CG/EM e CLAE na faixa de 92,50 a 99,55 ¢ de 99,81 a 98,88%, respectivamente. As curvas
termogravimétricas demonstraram que as moléculas s8o estaveis em diferentes taxas de aquecimento (10, 20, 30,
40 e 50 °C min"). O perfil de decomposi¢do térmica é muito similar entre as acrilamidas, com presencga de
evento endotérmico, com exce¢do da amostra LQM330 que apresentou eventos exotérmicos por DSC, esta
técnica também forneceu dado sobre a pureza das moléculas na faixa de 96,31% a 98,82%. Os espectros de UV-
vis evidenciaram que as bandas maximas de absor¢ao foram em torno de 220 a 335 nm e, os espectros de IVTF
demonstraram a presenc¢a do estiramento C=0 e estiramentos N-H, identificando as estruturas dos compostos.
As amostras apresentaram morfologia heterogéneas, quebradicas e com aglomerados no geral, com excegao das
amostras em (Te00°c) que expdem formas de cubos inteiros e homogéneos, resultados estes verificados por MEV.
Logo, a boa estabilidade térmica das moléculas confirmaram que elas sdo candidatas promissoras para o
desenvolvimento de futuros medicamentos contra o virus CHIKV e, que a caracterizagdo por analises térmicas e
as técnicas analiticas complementares forneceram dados especificos e cruciais para o avango da pesquisa no
setor farmacéutico.

Palavras-chave: Farmacos; Analises térmicas; Acrilamidas; Virus Chikungunya.



ABSTRACT

The characterization of solids and liquids for the development of pharmaceuticals and medications is essential to
ensure their processing, transportation, and storage. Some acrylamides are active against Dengue virus (DENV)
and Zika virus (ZIKV), showing significant biological activity and low toxicity in human cells. These substances
are classified as organic molecules. In recent decades, there has been a growing number of suspected cases of
Chikungunya virus (CHIKV) infection, a disease that is often neglected due to its symptoms being similar to
those of DENV and ZIKV. There is currently no vaccination or focused treatment available for CHIKV. The
study and characterization of active molecules are of great importance for previously unknown or underexplored
therapeutic alternatives. Therefore, thermal analysis and complementary analytical techniques are essential tools
for the development of new medications, as they provide data on the thermal behavior and chemical structure of
materials. The objective of this work was to determine the thermal stability and degradation of acrylamides
LQM330, LQM333, LQM336, and LQM338, which are active against CHIKV. The characterization of the
molecules was carried out using Thermogravimetry (TG), Differential Scanning Calorimetry (DSC), Ultraviolet
and Visible Spectrophotometry (UV-vis), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Gas
Chromatography-Mass Spectrometry (GC/MS), High-Performance Liquid Chromatography (HPLC), and
Scanning Electron Microscopy (SEM).The results obtained indicated that the molecules LQM330, LQM333,
LQM336, and LQM338 exhibited purity by GC/MS and HPLC in the range of 92.50% to 99.55% and 99.81% to
98.88%, respectively. Thermogravimetric curves demonstrated that the molecules are stable at different heating
rates (10, 20, 30, 40, and 50 °C min-1). The thermal decomposition profile is very similar among the
acrylamides, with the presence of an endothermic event, except for sample LQM330, which exhibited
exothermic events by DSC. This technique also provided data on the purity of the molecules in the range of
96.31% to 98.82%. UV-vis spectra revealed that the maximum absorption bands were around 220 to 335 nm,
and FTIR spectra showed the presence of C=O stretching and N-H stretching, identifying the compound
structures. The samples displayed heterogeneous, brittle morphology with clusters in general, except for the
samples at 600 °C, which exhibited complete and homogeneous cube-like shapes, as confirmed by SEM.
Therefore, the good thermal stability of the molecules confirmed them as promising candidates for the
development of future medications against CHIKV. The characterization through thermal analysis and
complementary analytical techniques provided specific and crucial data for advancing research in the
pharmaceutical sector.

Keywords: Acrylamides; Chikungunya virus; Pharmaceuticals; Thermal Analysis.
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1 INTRODUCAO

A caracterizagdo de sélidos e liquidos ¢ um topico muito importante para conhecer a
estrutura e as propriedades fisicas e quimicas dos materiais, em especial, daqueles que tém
potencial para se tornarem fairmacos e medicamentos (SILVEIRA et al., 2019).

A partir disso, as propriedades fisico-quimicas de solidos e liquidos sdo investigadas
em relagdo a sua estabilidade térmica; a interagdo da matéria com a radiagdo eletromagnética
por métodos espectroscopicos/espectrométricos; a pureza da molécula por métodos
cromatograficos e a estrutura morfologica pela técnica de imageamento, com a finalidade de
assegurar que os farmacos e os medicamentos sdo e, estdo adequados para o consumo. Assim
como, por meio dessas analises € possivel intervir durante o processamento, para melhorar as
etapas de producio e a forma representada do produto final (ARAUJO e BORIN, 2012;
SILVEIRA et al., 2019).

A importancia de verificar a estabilidade térmica de moléculas estd entrelacada na
busca incessante de novas alternativas de farmacos ainda pouco e/ou nao explorados.
Mediante a isso, a caracteriza¢do por analises térmicas ¢ uma ferramenta bastante difundida e
essencial para isto (ALENCAR et al., 2022; MAMEDE et al., 2006; OLVEIRA; YOSHIDA;
GOMES, 2011).

Algumas acrilamidas possuem atividade antiviral contra os virus Dengue (DENV) e
Zika (ZIKV) (SILVA-JUNIOR, 2019; VILELA et al. 2022). Diante disso, novos agentes
antivirais estdo sendo bastante explorados contra diversos parasitas, principalmente,
moléculas e/ou drogas ativas contra o virus Chikungunya (CHIKV), que também ¢ uma das
doengas tropicais mais negligenciadas nas ultimas décadas, por ser semelhante aos sintomas
da DENV e da ZIKV. A auséncia de vacinas ¢ de medicamentos impulsiona pesquisadores a
busca por novos farmacos antivirais (BASSETTO et al., 2013; GIANCOTTI et al., 2018;
PASSOS et al., 2020; TARDUGNO et al., 2018; VILELA et al., 2022).

Diante desse contexto, as acrilamidas tém mostrado potencial contra a CHIKV por
apresentarem acao biologica significativa e baixa toxicidade em humanos (SILVA JR et al.,
2018). Logo, foram escolhidas para serem caracterizadas nesse trabalho, pela auséncia de
estudos dessas substancias LQM330, LQM333, LQM336 ¢ LQM338 por analises térmicas,

espectroscopicas/espectrométricas, cromatograficas e imageamento.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Analises térmicas aplicadas ao desenvolvimento de farmacos

A historia da evolugdo dos medicamentos acompanha a necessidade de controlar
patologias resistentes e, com alto grau de contagio e disseminacdo na modernidade. Antes,
essas doencas eram tratadas com ervas e plantas medicinais de forma caseira, sem
processamento e sem compra de medicamentos. Mas, com o avancgo tecnoldgico e,
principalmente, a supremacia monetaria da industria farmacéutica, os remédios se tornaram
produtos de alto poder aquisitivo e, com grandes avangos no controle, no tratamento e na cura
de doengas, fazendo deles, importantissimas ferramentas para manutengdo da satde entre as
populagdes de todo o mundo (SILVA e ALVIM, 2020).

Assim, os medicamentos possibilitam tratar enfermidades de forma assertiva através
do uso do principio ativo direcionado e controlado. A industria farmacologica consegue
manipular formulagdes e, desenvolver potenciais substancias, tendo autonomia e sucesso no
processamento para producao de farmacos e de medicamentos (SILVA e ALVIM, 2020).

Para o desenvolvimento de farmacos sao analisados 3 fases de interesse para controle
de eficiéncia de liberagdo e, ataque ao alvo para efeito teraplutico. Sdo elas: a fase
farmacéutica que verifica a liberagdo do principio ativo na dosagem ideal e sua dissolugdo, a
fase farmacocinética que envolve processos de distribui¢ao e absor¢do dos medicamentos pelo
organismo e a fase farmacodinamica que ¢ interacdo do principio ativo com o alvo (BARROS,
2021).

As andlises térmicas, a Termogravimetria (TG) e a Calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) surgem como suportes primordiais para verificar a eficiéncia e estabilidade
de farmacos e¢ de medicamentos nas fases supracitadas, através do aquecimento ou
resfriamento, para o monitoramento do controle de qualidade em todas as etapas de
processamento. Com isso, € possivel conhecer as caracteristicas dos sélidos e/ou liquidos em
varios momentos distintos de produgdo, podendo este, apresenta-se atraente ou ndo em
relagdo a compatibilidade, a pureza, a estabilidade, o ponto de fusdo, o ponto de ebuli¢ao ¢ a
decomposicdo do material de interesse. A partir disso, pode-se alterar as formulacdes e
melhorar o processo para obteng¢ao final do produto (ALENCAR et al., 2022).

Como também, ¢ possivel realizar o melhoramento de insumos, das condi¢cdes de
processamento e os excipientes utilizados através dos resultados das caracterizagdes das

amostras por analises térmicas. Elas fornecem informagdes valiosas que possibilitam o
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controle e a investigagdo da estabilidade térmica, para condi¢des de armazenamento e
comercializa¢do dos produtos no mercado (ALENCAR et al., 2022; MAMEDE et al., 2006;
OLVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).

Para fins farmacéuticos, estas analises sdao uteis para verificar a estabilidade térmica, a
umidade e a cinética de degradag¢do (Termogravimetria) e a pureza, a entalpia, o ponto de
fusdo e a presencga de eventos térmicos (Calorimetria exploratoria diferencial). Assim, todos
esses fatores supracitados sdo exigidos por oOrgdos de saide no mundo todo, seguindo
parametros estabelecidos pela farmacopeia, representante legal dos medicamentos, insumos e
processos de obtencdo (OLVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).

A necessidade e a importancia de estudar os mecanismos de agdo e reacdo dos
farmacos com os excipientes sdo de grande interesse para industria farmacéutica, como
também, primordial para os 6rgdos de satde, pois se sabe que ¢ permitido pela farmacopeia a
adicao de diversos insumos para criagao de formulagdes quimicas, que possibilitam aumentar
a estabilidade, a compatibilidade e a solubilidade dos medicamentos (ARAUJO e BORIN,
2012).

Mas, ndo se pode ignorar que durante o processamento industrial ha possibilidades
dessas substancias reagirem com diversos fatores quimicos, fisicos e biologicos,
demonstrando a obriga¢do de estudar com aprofundamento as etapas, que os caracterizem
bem e por completo, os farmacos e os medicamentos (ARAUJO e BORIN, 2012).

Rodrigues et al. (2005) realizaram o estudo sobre “Aplicacdo de Técnicas
Termoanaliticas na Caracteriza¢do, Determinacdo da Pureza e Cinética de Degradacdo da
Zidovudina (AZT)”, eles identificaram o ponto de fusdo e diferenga de entalpia, com presenga
de eventos endotérmicos e exotérmicos. A pureza foi determinada através da equacdo de
Van'’t Hoff e, o estudo cinético com a equacgdo de Arrhenius, demonstrando pureza de 99,20%
e tempo de estabilidade em torno de 427 dias.

Segundo Moreira et al. (2010) no trabalho intitulado “Aplicagdo da Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC) para Determina¢do da Pureza de Farmacos”, abordam a
necessidade de estudar a pureza de farmacos, bem como, destacam a importancia do uso de
outras técnicas que possam corroborar os resultados obtidos, de acordo com os fatores
investigados. Através da andlise de DSC, eles encontraram o ponto de fusdo, a pureza e a
diferenca de entalpia do captopril. Além disso, os autores confirmaram os resultados da

pureza pela técnica de Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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No trabalho de Ulu e Elmali (2010) sobre “Método espectrofotométrico para
determinagdo, validacdo, andlise espectroscopica e térmica de difenidramina em preparagao
farmacéutica”, os autores evidenciaram o estudo do controle de qualidade de farmacos e
produtos acabados através de andlises térmicas e por Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)
e Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (IVTF). Os resultados do TG
e DSC demonstraram 3 perdas de massas entre o principio ativo e o excipiente. Os espectros
de IVTF demonstraram a mudanga obtida do complexo formado pela alteracdo das bandas de
absorcdo na regido do infravermelho e 0 RMN, o deslocamento quimico foi bem préoximo
com leve alteracdo no complexo em relagdo ao farmaco puro.

Oliveira, Yoshida e Gomes (2011) estudaram por TG e DSC, a carbamazepina, a
zidovudina, o diclofenaco de s6dio e o acido acetilsalicilico (AAS), que apresentaram
alteragdes nos dados obtidos por estas analises térmicas em formulacdes na industria
farmacéutica ¢ medicamentos prontos para comercializa¢dao. Os resultados demonstraram que
as andlises térmicas foram essenciais para o controle de qualidade das substincias, com
destaque para dados de compatibilidade, estabilidade, pureza e cinética de degradagdo durante
o armazenamento. O intuito dos pesquisadores foi conhecer o inicio e o fim do processamento,
para intervencao imediata de possiveis problemas encontrados, como por exemplo, no caso do
AAS mostra a incompatibilidade deste, com o excipiente de acido estedrico através das curvas
calorimétricas.

Santana et al. (2019) no estudo “Estabilidade da Ceftazidima Penta-hidratada
investigada por Andlise Térmica”, eles evidenciaram que as curvas térmicas apresentaram
eventos de solvatacao/dessolvatacao associados com compatibilidade e dissolu¢do do farmaco.
Além disso, os autores utilizaram outras técnicas complementares, como a espectroscopia
Raman e a Difragao de Raios X (DRX), que permitiram sumarizar através dos dados obtidos,
que a temperatura influencia e altera a estrutura quimica do principio ativo, afetando as
caracteristicas do produto final.

De acordo com Skotnicki et al. (2022) no estudo intitulado “Aplicagdo de analise
térmica avangada para caracterizacao das fases cristalina e amorfa do carvedilol”, os autores
enfatizaram a comparagao das duas formas, solida e liquida, em que o farmaco se comporta
mediante a aplicacdo das analises da TG e da DSC. Os resultados encontrados foram baixas
temperaturas de fusdo (solido) e, por aquecimento, a transi¢ao vitrea do material amorfo foi
encontrada, mas ndo houve a cristalizagdo no tratamento térmico para o liquido, padrio este

esperado e, que nao foi comprovado neste trabalho.
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Alencar et al. (2022) no trabalho intitulado “Estudo térmico de insumos farmacéuticos
ativos utilizados como analgésicos por DTA e DSC acoplados a sistema fotovisual”, neste, os
pesquisadores analisaram a compatibilidade entre dipirona, cafeina e citrato de orfenadrina
com insumos na industria farmacéutica através das andlises térmicas e das técnicas
complementares, como IVTF e o DRX. Os dados obtidos demonstraram que os pontos de
fusdo foram determinados, com exce¢do do citrato de orfenadrina. Ja em relagdo aos eventos
térmicos para cafeina foi identificado a vaporizagdo e, para o dipirona e citrato de orfenadrina
foram constatados picos de fusdo, degradacdo e decomposi¢do. Os espectros de IVTF
confirmaram a incorporagdo dos principios ativos aos excipientes e a técnica de DRX
evidenciou os picos de incorporagdo dos materiais entre as misturas estudadas.

Cintra et al. (2022) avaliaram a “Sintese de amidas poliaromaticas conduzidas por
processo verde e investigagdes farmacoldgicas”, os resultados das analises térmicas
encontrados por eles, demonstraram apenas uma perda de massa acentuada, com estabilidade
das moléculas em até¢ 100 °C e, presenca de eventos endotérmicos e exotérmicos. Os autores

também usaram o IVTF para verificar a presenga dos grupos funcionais.

2.1.1 Termogravimetria (TG) e Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

Desde o século XIX, os métodos termoanaliticos foram os primeiros a comecarem a
ser desenvolvidos, surgindo através da observagdo da acao do fogo sobre os materiais, tais
como vidro, metal e ceramica. Embora os instrumentos inicias fossem rudimentares, estas
técnicas foram muito difundidas e essenciais para verificar o comportamento térmico de
produtos e processos (MATOS, 2009; MATOS, 2017).

Por volta da década de 60, a evolucdo foi necessaria e rapida devido a descoberta das
potencialidades dessas técnicas. Além disso, o avanco da ciéncia e da tecnologia possibilitou a
modernizagao e o aperfeicoamento desses instrumentos para aplicagdo em estudos de diversos
tipos de materiais (MATOS, 2009; MATOS, 2017).

A Termogravimetria (TG) e a Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) sdo as
técnicas termoanaliticas mais empregadas na caracterizacdo de materiais, principalmente, para
verificar a estabilidade e a pureza de farmacos (OLVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011;
RODRIGUES et al., 2005). Neste contexto, as andlises térmicas ganharam destaque nos
ultimos anos, principalmente, na area farmacéutica. Elas possuem aplica¢des na determinagao
da umidade, compatibilidade, estabilidade, polimorfismo, pureza e cinética de degradacao

térmica (MATOS, 2009; MATOS, 2017; OLVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).
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A TG permite analisar a degradagdo da amostra, ou seja, a perda da massa em funcao
da temperatura programada, sob uma taxa de aquecimento e atmosfera controlada. Por meio
dessa técnica ¢ possivel realizar estudos de cinética de degradacdo, avaliar a estabilidade ¢ a
pureza de substancias e produtos finalizados (DENARI e CAVALHEIRO, 2012; MATOS,
2009; OLVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011). Os fatores que interferem a analise de TG
estdo relacionados com as caracteristicas instrumentais e os aspectos das amostras, como a
razdo do aquecimento do forno, o efeito da atmosfera do forno, a geometria do cadinho, a
sensibilidade da balanga, a massa da amostra, o tamanho das particulas da amostra, o calor de
reacdo da amostra, a solubilidade de gases em soélidos, o empacotamento cristalino, a
quantidade e a condutividade térmica do material (IONASHIRO, 2004; MATOS, 2009;
MATOS, 2017; PEREIRA, 2013).

Os métodos termogravimétricos sdo classificados como dindmico (ou ndo-isotérmico)
e isotérmicos. Na andlise da TG isotérmica, a variacdo da massa ¢ registrada em funcdo do
tempo com temperatura constante. J4 na andlise da TG dindmica, a perda de massa ¢
registrada continuamente a medida que aumenta a temperatura, em razao linear ou constante
(MATOS, 2009; MATOS, 2017; PEREIRA, 2013).

Em geral, a andlise da TG permite obter resultados qualitativos e quantitativos
(IONASHIRO, 2004; PEREIRA, 2013). Os resultados sdo expressos em curvas de perda de
massa ou percentual de massa em fun¢ao do tempo ou temperatura, podendo ser chamados de
curvas termogravimétricas ou curvas de decomposi¢ao térmica (IONASHIRO, 2004; MATOS,
2017; RODRIGUES et al., 2005).

As aplicagdes da analise da TG sdo em estudos de decomposi¢do térmica em materiais
organicos e inorganicos, corrosdo de metais em temperaturas controladas e velocidade de
evaporacao e destilacdo de liquidos (DENARI e CAVALHEIRO, 2012; IONASHIRO, 2004).

Ja com relacdao a DSC, esta avalia a diferenga de entalpia entre a referéncia e a amostra
em condi¢des programadas de temperatura de aquecimento ou resfriamento (DENARI e
CAVALHEIRO, 2012; IONASHIRO, 2004; MOREIRA et al., 2010; OLVEIRA; YOSHIDA;
GOMES, 2011). A substancia por meio dessa técnica esta sujeita a sofrer eventos
endotérmicos ou exotérmicos, que depende do tipo e do perfil quimico da amostra. Esses
eventos sdo reagdes ou transi¢des entalpicas associadas a variacdo de temperatura. Para tal
analise, usa-se um material termicamente estavel (referéncia) e a amostra (analito). As curvas
sdo apresentadas como picos endotérmicos (transi¢des descendentes) ou picos exotérmicos

(transi¢des ascendentes) (MATOS, 2009; MATOS, 2017).
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Além disso, a analise da DSC permite verificar a pureza de forma geral da substancia.
Isto €, a técnica DSC quantifica, mas ndo identifica a substancia como a CLAE. Por exemplo,
quando pretende-se verificar a pureza individual da amostra de interesse, entdo, utiliza-se a
técnica analitica instrumental de Cromatografia liquida de alta-eficiéncia (CLAE), pois ela ¢
mais precisa, sensivel e ideal para identifica¢do e quantificacdo de pureza especifica (MELO
et al., 2020; SILVA, 2012; STORION; GONCALVES; MARCUCCI, 2020). No entanto,
pode-se utilizar as duas técnicas para corroborar os resultados obtidos.

A andlise de DSC tem vantagens atraentes, pois o tempo de andlise ¢ curto e a
preparagdo da amostra ¢ simples, assim como, o equipamento ¢ de facil manuseio
(IONASHIRO, 2004; MATOS, 2009; MATOS, 2017). No entanto, esta ndo pode ser utilizada
para analisar principios ativos que se decompdem ao fundir, pois quando isso ocorre, ndo é
possivel determinar a presencga de eventos térmicos, como por exemplo, o ponto de fusdo e
diferenca de entalpia do material (MOREIRA et al., 2010). Além disso, a analise da DSC
consegue obter dados quantitativos em relagdo as alteragdes fisicas e quimicas, tais como
decomposigdo, oxirredugdo, desidratagdo, mudanga de estrutura cristalina, ponto de fusdo e
ebulicao dos analitos (IONASHIRO, 2004; MATOS, 2009; MATOS, 2017). A forma, o
numero ¢ a posi¢ao do pico fornecem o resultado qualitativo e, as areas fornecem os dados

quantitativos (IONASHIRO, 2004).

2.2 Técnicas analiticas instrumentais complementares para caracterizacdo de farmacos e

medicamentos

2.2.1 Métodos espectroscopicos/espectrométricos

A espectroscopia € o ramo da ciéncia que estuda a interagdo da matéria com a luz
eletromagnética. Os métodos sdo classificados de acordo com a regido do espectro,
englobando os raios-y, raios-X, ultravioleta e visivel (UV-vis), infravermelho (IV), as micro-
ondas, ¢ a radiofrequéncia (RF) (ALMEIDA e SILVA, 2018; BOTERO ¢ CARRASCAL,
2010).

2.2.1.1 Espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis)
Essa técnica permite que o &tomo ou molécula tenham interacdes devido absorcao de
energia térmica, elétrica ou quimica, e, passando de um nivel diferente do inicial, denominado

de excitacdo eletronica (ou estado excitado), os elétrons saltam para niveis mais energéticos e

20



depois retornam para sua camada de origem, emitindo um féton de luz ou uma onda
eletromagnética. A partir desse mecanismo, ¢ formado o espectro de UV-vis em diferentes
comprimentos de ondas, realizado pela trajetoria energética dos atomos para retornar aos seus
estados fundamentais, formando diferentes bandas de absor¢ao (ALMEIDA e SILVA, 2018;
BOTERO e¢ CARRASCAL, 2010; ISQUIBOLA ¢ RODRIGUES, 2021; SANTOS et al.,
2022).

As aplicacdes da analise de UV-vis s3o em compostos organicos, solugdes de ions
metalicos, na industria farmacéutica, na induastria de alimentos, para monitoramento da
qualidade da 4gua e esgotos, em analises fisico-quimicas e bioquimicas, entre outros materiais.
Essa andlise também pode ser realizada para verificagdo da formacao de ligagdes quimicas

entre as moléculas (BOTERO e CARRASCAL, 2010; SANTOS et al., 2022).

2.2.1.2 Espectrofotometria na regido do infravermelho com transformada de Fourier (IVTF)

A analise de IVTF ¢ a técnica analitica instrumental que permite identificar a presenca
de grupos funcionais por meio dos niveis de energia e as transi¢des eletronicas em atomos,
gerando as vibragdes moleculares (LIMA, 2021; MENESES et al., 2021).

A quantidade de bandas nos espectros de IVTF estao relacionados com o tamanho da
molécula, quanto maior, mais bandas sao formadas (mais grupos funcionais) (FERNANDES,
2014).

As vantagens dessa técnica estdo na preparagdo simples das amostras, a quantidade
utilizada da mesma para analise e por ndo gerar residuos. Ela pode ser empregada em estudos
fotodegradacdo de materiais poliméricos, substincias organicas, resinas, nanotecnologia, em
processos de sinteses, dentre outros produtos (LIRA, 2020; MENA et al., 2020; SEGATO,
2007).

2.2.2 Métodos cromatograficos

Os métodos cromatograficos representam um método fisico-quimico de separacao,
identificacdo e quantificagdo de substancias em amostras. O mecanismo de separagdo
acontece mediante interacdo da fase movel e a fase estacionaria sob condigdes especificas
controladas (LIMA, 2021; RYDLEWSKI et al., 2020). Os métodos cromatograficos mais
utilizados sdo a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) e a
cromatografia liquida de alta-eficiéncia (CLAE) (ALENCAR; SAMPAIO; ALVES, 2022;
LIMA, 2021; RYDLEWSKI et al., 2020).
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2.2.2.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

A andlise de CG/EM ¢ muito utilizada para andlises de substincias volateis e
semivolateis por headspace. A separacdo ocorre através de duas fases, a movel (um gas) e
fase estaciondria (solido ou liquido). Este gas tem que ser inerte, o mais utilizado ¢ o hélio ou
o nitrogénio, para nao haver interacdo com a amostra. Este arrasta o analito para coluna e, os
compostos que sao detectados primeiro tém menor afinidade quimica com a coluna e, os que
ficam retidos por mais tempo sdo os que t€ém a mesma polaridade da fase estacionaria
(ALENCAR; SAMPAIO; ALVES, 2022; CANUTO et al., 2018).

A andlise de CG tem maior resolugdo que a analise de CLAE em separagdo de
substancias devido ao maior nimero de pratos tedricos nas colunas cromatograficas
(MISTURINI e OLIVEIRA, 2022). Em contraste, a espectrometria de massas (EM) ¢ mais
especifica e sensivel quando comparada com outros detectores, uma vez que ela aponta a
razdo da massa/carga dos compostos (e ou fragmentos) ionizados (RYDLEWSKI et al., 2020).

As aplicacdes da analise de CG/EM sdo em pericia forense, toxicologia, alimentos,
pesticidas, controle de qualidade na pureza de farmacos, analises de urina e de cabelo,
analises clinicas em sangue, determinacdo de etanol e varias outras substancias quimicas sdo

separadas e identificadas por essa técnica (ALENCAR; SAMPAIO; ALVES, 2022).

2.2.2.2 Cromatografia liquida de alta-eficiéncia (CLAE)

A andlise de CLAE ¢ utilizada para separacdo e quantificacdo de substincias
semelhantes ou ndo, em misturas complexas, ndo volateis ou instaveis termicamente. E uma
técnica eficiente, com alta resolucdo e bastante sensivel, composta por um liquido (fase movel)
que empurra a amostra a ser analisada para a coluna (fase estaciondria) (ALENCAR;
SAMPAIO; ALVES, 2022; DE FREITAS et al., 2018; SILVA, 2012).

A analise de CLAE tem alto poder de resolucdo e, seus resultados sdo reprodutiveis
devido a seletividade, linearidade, exatiddo, precisdo, limite de detec¢do e limite de
quantificagdo (MISTURINI e OLIVEIRA, 2022).

As aplicacdes da analise de CLAE sao associadas a diversas areas, como nas industrias
de alimentos, cosméticos, farmacéutica, petroquimica, agricultura e medicina veterindria

(JUNIOR TOLENTINO et al., 2021).

2.2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)
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Em geral, a andlise de MEV permite alcangar aumentos superiores a 10.000 vezes em
relagio & microscopia otica. E a técnica mais adequada para microfotografias de amostras,
pela profundidade que os elétrons podem realizar a varredura. O feixe de elétrons emite séries
de radiag¢des que permitem caracterizar a topografia da superficie (DE FREITAS, 2020; LIRA,
2020; MALISKA, 2019). Os elétrons sdo classificados em primarios (a medida que ocorre a
varredura, os sinais vao se modificando); secunddrios (responsaveis por imagens de alta
resolugdo) e retroespalhados (informam as caracteristicas de variagdo da composi¢do). O
resultado ¢ dado pelo sinal, que ¢ convertido em imagem. A analise de MEV pode ser
realizada com amostras organicas e inorganicas (DE FREITAS, 2020; LIRA, 2020;
RICHTER, 2020).

As aplicacdes sdo em ciéncias dos materiais, ciéncias da saude, em nanotecnologia e
semicondutores, materiais poliméricos e metalicos em geral (DE FREITAS, 2020; DEDAVID;
GOMES; MACHADO, 2007).

2.3 Acrilamidas antivirais desenvolvidas pelo Grupo de Pesquisa em Quimica Biologica

e Molecular (GPQBioMol) da UFAL contra o virus chikungunya (CHIKYV)

O CHIKV ¢ um Alphavirus pertencente a familia Togaviridae, que ¢é transmitido
principalmente por duas espécies de mosquitos, Aedes aegypti e Ae. albopictus IVANOVA et
al., 2021). Este virus foi isolado e identificado pela primeira vez em 1952, na Tanzania,
Africa Ocidental. Essa patologia ficou conhecida como “doenga das articulagdes”, devido a
poliartralgia observada em pacientes (CAVALCANTI et al., 2022; IVANOVA et al., 2021;
SILVA JR et al., 2018). No Brasil foram confirmados 300.000 casos, com aproximadamente,
300 mortes, entre os anos de 2016 e 2017 (BARRETO et al., 2018). Entretanto, alguns
autores reportaram cerca 314.834 casos no territorio brasileiro em 2017 (HONORIO et al.,
2018).

O genoma do CHIKYV ¢ formado por RNA de fita simples no sentido positivo, com
aproximadamente 12 kb, que codifica 5 proteinas estruturais (C, E3, E2, E1 e 6K) e 4 ndo
estruturais (nsP1—nsP4) (IVANOVA et al., 2021). Atualmente, ndo ha vacinas licenciadas
contra CHIKV, bem como, ndo existem farmacos aprovados para o tratamento dos sintomas,
o que limita as terapéuticas apenas a utilizacdo de anti-inflamatérios e de analgésicos para

alivio paliativo dos sintomas (CAVALCANTI et al., 2022; IVANOVA et al., 2021; SILVA-
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JUNIOR et al., 2018). Dessa forma, a busca por novos compostos anti-CHIKV, torna-se
imprescindivel para acabar com o sofrimento de milhdes de acometidos ao redor do mundo.
Neste sentido, o Laboratério de Quimica Medicinal (LQM), do Instituto de Ciéncias
Farmacéuticas (ICF/UFAL), vem desenvolvendo compostos antivirais, em especial,
acrilamidas. Em 2020, Passos et al. utilizaram técnicas in silico para identificar potenciais
agentes antivirais contra CHIKV, estudando 6 (seis) potenciais alvos antivirais, sendo nsP2,
nsP3, nsP2/helicase, proteina do capsideo (C), e os complexos de glicoproteinas E3-E2-E1
imaturo e maduro (Figura 1). Esta estratégia permitiu partir de 132 possiveis inibidores e
chegar as 10 acrilamidas mais promissoras, as quais foram sintetizadas e avaliadas.
Posteriormente, ensaios de citotoxicidade e antivirais foram realizados, levando-se a obter a
acrilamida meta-clorada, codificada por LQM334. Estudos in silico adicionais sugeriram que
tal composto teria habilidade de se ligar ao complexo glicoproteico E3-E2-E1 maduro e,
impedir a entrada do virus em células hospedeiras, que foi confirmado por ensaios de
citometria de fluxo. Assim, todos os resultados foram publicados no periodo Pharmaceuticals

(IF: 5.215).

Figura 1- Estratégia utilizada pelo GPQBioMol para desenvolver acrilamidas inibidoras da

entrada do CHIKYV em células.
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Baseando-se no trabalho supracitado, o GPQBioMol continuou seus estudos com
acrilamidas, porém agora focado no desenvolvimento de inibidores da cisteino protease nsP2.
Esta protease representa um alvo atraente anti-CHIKV, pois ela possui subunidades de
replicagdo do RNA do virus, formando o complexo de replicagdo viral (IVANOVA et al.,
2021). Novamente, técnicas bioisostéricas foram empregadas para desenhar novas potenciais
moléculas a partir do LQM334, baseando-se em estudos prévios (BASSETTO et al., 2013;
GIANCOTTI et al., 2018; TARDUGNO et al., 2018). Assim, a substituicdo do anel
aromatico e introducdo de novos grupos doadores ou retiradores de elétrons foi realizada
(Figura 2). Dessa forma, 31 compostos foram sintetizados e investigados por ensaios de

citotoxicidade, antivirais, titulacdo calorimétrica isotérmica ¢ estudos in silico.

Figura 2 - Estratégia adotada pelo GPQBioMol para desenvolver inibidores da nsP2 do CHIKYV.
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Fonte: Autora, 2023.

Assim, os compostos LQM330, LQM333, LQM336 e LQM338 (Figura 3) foram
identificados como excelentes inibidores da protease nsP2 do CHIKV com baixos valores de
Clso (concentragdo inibitoria para 50%), confirmado por ensaios biofisicos baseado em
Flourescence Resonance Energy Transfer (FRET). Ainda, tais compostos demonstraram toxicidade
com valores de CCso (concentragdo citotoxica para 50%) superiores a 200 uM, resultando em
elevados indices de seletividade (IS). Em seguida, tais compostos exibiram acdo contra
células infectadas por CHIKV, com valores de CEso (concentragdo eficaz para 50%) variando
entre ~5 e ~26 uM. Por fim, a a¢do destes compostos também foi avaliada contra células

infectadas com o virus Sindbis (SINV), outro membro do género Alphavirus. Assim, foi
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verificado que o LQM330 ¢ extremamente efetivo contra tal virus, apresentando CEso de 950

nM. Todos os resultados referentes a estes compostos foram aceitos para publicagdo no

periddico European Journal of Medicinal Chemistry (IF: 7.08).

Figura 3 - Acrilamidas desenvolvidas como potenciais fairmacos antivirais contra CHIKV.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

v

Determinar a estabilidade térmica e degradacdo das acrilamidas LQM330, LQM333,
LQM336 e LQM338 ativas contra o virus CHIKV.

3.2 Objetivos Especificos

v

Avaliar a pureza dos compostos sintetizados por CG/EM e CLAE antes do estudo de
degradacao térmica.

Avaliar a estabilidade térmica de cada composto, para determinar suas temperaturas de
inicio (Tonser) € final de degradag@o (Tendaser).

Determinar o ponto de fusdo e a pureza de cada composto por DSC.

Avaliar a formag@o ou ndo de subprodutos por UV-vis, IVTF, CG/EM e CLAE apos os
compostos serem submetidos as diferentes temperaturas nas condi¢des das andlises da TG
(Tonset, Tendset € Te00°C).

Caracterizar as superficies por MEV de cada composto sintético e apds serem submetidos

as temperaturas (Tonser, Tendser € To00°C).
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao das acrilamidas

As acrilamidas LQM330, LQM333 e LQM336 foram obtidas pelo GPQBioMol no
Laboratério de Quimica Medicinal (LQM) do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas (ICF) da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL), seguindo metodologia descrita no artigo Passos et
al. (2019). Recentemente, o mesmo grupo de pesquisa desenvolveu a LQM338, seguindo-se
os mesmos métodos anteriores, resultado publicado no European Journal of Medicinal

Chemistry (Figura 4).

Figura 4 - Rota sintética das moléculas LQM330, LQM333, LQM336 e LQM338.
o 0o

i
Ho+ M 0 ~ ot
R HO OH R

LQM330: R = 4-CF;
LQM333: R = 2,4-Cl

LQM336: R =2-OCHj;

TZ

LQM338: R =4-Br

Fonte: Passos et al. 2019.

4.2 Local das analises da caracterizacdo das acrilamidas
A caracterizagdo das acrilamidas ocorreu no Laboratério de Quimica Analitica
Instrumental do Instituto Federal de Alagoas - IFAL Campus Maceio, seguindo o fluxograma

a seguir (Figura 5).

Figura S - Fluxograma da caracterizaciao das moléculas LQM330, LQM333, LQM336 e

LQM338 e suas amostras nas condi¢oes da analise da TG.
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4.2.1 Analises de CG/EM

Para esta analise foi usado cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de massas
modelo GCMS-QP2010 Ultra da marca Shimadzu, nas seguintes condigdes de analise:
temperatura do injetor de 280 °C; modo de injecdo Splitless; coluna Rtx-WAX (30 m, 0,25 mm,
0,25 pum); programagio da temperatura da coluna para 70 °C, seguida de taxa de 0 °C min!
até 70 °C, sofrendo novo aquecimento até 150 °C a taxa de 15 °C min”!, sofrendo novo
aquecimento até 300 °C a taxa de 10 °C, totalizando tempo de corrida de 28,33 min. A vazao
do gés Hélio na coluna foi de 3.0 mL min’! e temperatura da interface foi de 250 °C. A fonte
de ionizagdo foi um impacto eletrdnico operado com energia do feixe de elétrons de 70 eV.
Foram realizados experimentos no modo de varredura total, onde se analisa todos os ions
gerados na amostra (SCAN) e no modo de monitoramento do ion selecionado - Select lon
Monitoring (SIM), este Ultimo foi escolhido devido sua alta sensibilidade. As amostras das
sinteses e os materiais gerados nas condic¢des das analises da TG (Tonser, Tendser € To00 °c) foram
preparadas com metanol grau CLAE. A metodologia descrita seguiu o trabalho de Vilela ef al.

(2022), com alteracdes.

4.2.2 Andlises de CLAE
A Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada em cromatografo

Shimadzu (LC-20A) com os seguintes componentes: amostrador automatico (SIL-20A),
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detector UV/vis (SPD-20A) e coluna C18 Shim-pack (4,6 cm x 250 mm). Foi utilizado o
software LC-Solution 1.0 para processamento dos dados.

As condigOes das analises foram: a temperatura do forno de 40 °C, o tempo de analise
de 10 minutos, a vazdo de 0,5 mL min!, a fase movel metanol puro grau CLAE, com
comprimento de onda de 254 nm e a injecdo com 20, 10, 4 e 1 microlitros. As amostras das
sinteses ¢ dos materiais gerados nas condi¢des das andlises da TG (Tonser, Tendser € Te00 °C)
foram preparadas com metanol grau CLAE. A metodologia descrita seguiu os estudos de

Cabral et al. (2022) e Passos et al. (2020) com modificacdes nas condi¢des cromatograficas.

4.2.3 Analises da TG

As curvas termogravimétricas foram obtidas através da termobalanga modelo TGA-50 da
marca Shimadzu. As condi¢des experimentais empregadas foram: taxas de aquecimento de 10,
20, 30, 40 e 50 °C por min!, partindo da temperatura ambiente 30 até 600 °C (Tso0 ),
utilizando atmosfera de nitrogénio com vazdo de 50 mL min™!, cadinho de platina e massa de
amostra 1-7 mg. Antes dos ensaios, verificou-se a calibragdo do instrumento, empregando-se
amostra de padrio de Indio, conforme norma ASTM (1582-93). O estudo da cinética de
degradagdo das amostras foram determinados com o auxilio do sofiware Tasys da Shimadzu e
pela metodologia descrita por Galvao et al. (2015).

Ap0s essa primeira etapa, realizou-se novamente as analises de cada amostra, partindo da
temperatura de 30 °C até a (Tonser, @ Tenaser € @ Tooo °c) da andlise da TG, em taxa de
aquecimento de 10 °C min’!, utilizando atmosfera de nitrogénio com vazdo de 50 mL min™,
cadinho de platina e massa 10-25 mg. Com o material gerado nas condi¢des das analises da

TG foram realizadas as caracterizagdes por CG/EM, CLAE, UV-vis, IVTF e MEV..

4.2.4 Analises da DSC

As curvas calorimétricas foram obtidas através da termobalanca modelo DSC-60 da
marca Shimadzu. As condigdes experimentais empregadas foram partindo da temperatura
ambiente 30 até 600 °C, utilizando atmosfera de nitrogénio com vazdo de 50 mL min,
cadinho de aluminio com referéncia e, outro cadinho de aluminio com a amostra. A massa do
material analisado foi 1-2 mg. A metodologia descrita seguiu as condi¢des de Daniel et al.

(2015), Galvao et al. (2015) e Rodrigues et al. (2005), com algumas modificagdes.

4.2.5 Analises de UV-vis
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Na espectroscopia de UV-vis, utilizou-se o equipamento da Shimadzu, modelo UV-2600.
O UV-vis foi realizado em faixa espectral entre 800 a 220 nm, para identificar a regido e a
intensidade de absor¢do da luz (absor¢do eletronica) das moléculas sintetizadas e dos
materiais gerados nas condi¢cdes das analises da TG (Tonser, Tenaser € Too0°c). As leituras foram
feitas utilizando cubetas de quartzo de 1 mm e, as amostras foram preparadas com metanol

grau CLAE, de acordo com a metodologia de Ogawa (2016), com modificagdes.

4.2.6 Analises de IVTF

Na identificacdo dos grupos funcionais foi utilizada a técnica de infravermelho por
transformada de Fourier com uso de reflectancia total atenuada. O espectrofotometro de
infravermelho foi do modelo /RAffinity-1 da Shimadzu, com faixa de comprimento de onda
entre 4000 a 600 cm™, 64 scans e espectro de transmitancia. As moléculas e os materiais
gerados nas condi¢des das andlises da TG (Tonser, Tendaser € Tooo °c) foram caracterizado,
utilizando 3-5 mg das amostras. A metodologia descrita seguiu as condi¢des de Daniel et al.

(2015), Galvao et al. (2015) e Vilela et al. (2022), com algumas modificagdes.

4.2.7 Analises de MEV

O estudo da morfologia das moléculas foi realizado em Microscopio Eletronico de
Varredura (MEV), modelo Vega3 da marca Tescan. Em um porta-amostra circular de aco
(stub) foram colocadas tiras finas de carbono dupla face, para fazer o depdsito das diferentes
amostras secas sintetizadas e dos materiais gerados nas condi¢des das analises da TG (Tonser,
Tenaser € To00 °c). A metalizacdo das amostras foi realizada em metalizador (“Sputter Coater”)
modelo Quorum Q150R ES, com alvo de ouro durante 2 minutos (Corrente de 10 mA).

O equipamento MEV foi operado em 10 keV com ampliagdao de foco na faixa de 10 a
100 um. Foi utilizado campo de visdo entre 698 a 49,9 um e distancias de trabalho em torno
de 10,40 um para visualizacdo das fotomicrografias. A varredura das moléculas, deu-se em
diferentes pontos de acordo com a metodologia proposta por Freitas (2020) e por Daniel et al.

(2015), com algumas modificacdes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacio das acrilamidas ativas contra o virus CHIKV
5.1.1 Anélises cromatograficas

5.1.1.1 CG/EM

A técnica de CG/EM fornece informagdes valiosas a respeito da pureza e identidade
dos compostos analisados (CANUTO et al., 2018).

Na figura 6, tém-se os cromatogramas das moléculas LQM330, LQM333, LQM336 e
LQM338. Para a LQM330, constatou-se a presenga de dois picos, sendo o primeiro, com
tempo de reten¢dao de 11,99 min, correspondente a molécula sintetizada de interesse e, com
pureza de 92,50%, enquanto, o segundo pico, com tempo de reten¢do de 15,73 min, refere-se
a quantidade de impureza consideravel. A LQM333 mostrou o pico 1, com tempo de retengao
de 19,10 min, referente ao produto de interesse e, com pureza de 98,61%, enquanto, o
segundo pico, com tempo de retengdo de 22,85 min, refere-se a pequena quantidade de
impureza. A LQM336 mostrou o pico 2, com tempo de reten¢ao de 18,22 min, referente ao
produto de interesse com pureza de 99,72%, enquanto, o primeiro pico, com tempo de
retengdo de 17,60 min, refere-se a pequena quantidade de impureza. A LQM338 mostrou o
pico 1, com tempo de reteng¢do de 19,00 min, referente ao produto de interesse com pureza de
99,55%, enquanto, o segundo pico, com tempo de reten¢do de 23,60 min, refere-se a pequena

quantidade de impureza.

Figura 6 - Cromatogramas CG/EM das moléculas LQM330 (A), LQM333 (B), LQM336 (C) e
LQM338 (D).
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Na figura 7, tém-se as comparacdes dos cromatogramas das moléculas LQM330,
LQM333, LQM336 e LQM338 por CG/EM, podendo constatar o tempo de retencdo proximo
entre si das moléculas analisadas, com exce¢do da molécula LQM330. Como também, foi
possivel detectar a pureza do material sintético pela formacdo e intensidade dos picos
formados.

No geral, as moléculas LQM330, LQM333, LQM336 e LQM338 apresentaram pureza
do material sintético por CG/EM na faixa de 92,50 a 99,72%.

Figura 7 - Cromatogramas de comparaciao CG/EM das moléculas LQM330, LQM333, LQM336
e LQM338.
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A figura 8, tem-se o espectro de massas, com as principais fragmentagdes referente a
LQM330 (pico 1). Nele foi possivel observar o pico m/z 291 como ion molecular [M*] e o
pico base de m/z 93, sendo este ultimo, proveniente da quebra da ligagdo alfa C-N com
rearranjo de hidrogénio e formagao de fenilamina a partir deste ion molecular. O pico m/z 199
¢ formado pela perda do radical fenilamina através do rompimento da ligagdo alfa C-N. O
pico m/z 171 ¢é referente a quebra da ligagdo alfa C-C a partir do ion molecular. O pico m/z
151 pode vir do ion molecular e, ser atribuido a perda inicial de um atomo de fltor, dando o
pico m/z 272, com subsequente formagao do ion tropilio e, posterior perda de um atomo de

hidrogénio.

Figura 8 - Espectro de massas a 70 eV da molécula LQM330 do pico 1.
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Fonte: Autora, 2023.

A figura 9, tem-se o espectro de massas com as principais fragmentacdes referente ao
composto de interesse LQM333 (pico 1). Essa molécula apresenta dois atomos de cloro e
podem apresentar picos [M*?] com cerca de 1/3 da intensidade do pico [M'], o que ¢
interessante para a identificagdo da molécula (SILVERSTEIN, 2007). Neste caso, foi possivel
observar o pico m/z 291 como ion molecular [M*], porém, devido a presenca de dois atomos
de cloro também ¢é observado o pico [M*?] com intensidade de cerca de 65% do pico [M*]. O
pico base ¢ o de m/z 199, sendo este formado pela perda do radical fenilamina através do
rompimento da ligacdo alfa C-N. Também foi observado o pico m/z 201 com cerca de 63 %
de intensidade do pico base, o que confirma que os dois atomos de cloro ainda estao presentes
no pico base. Também foi observado o pico de m/z 256 de consideravel intensidade,
correspondente a perda de um atomo de cloro do ion molecular. O pico m/z 258, mostra
justamente o pico com o outro isdtopo do cloro, com percentual relativo em torno de 33 % do

pico m/z 256. O pico m/z 171 ¢é proveniente da quebra da ligacdo alfa C-C a partir do ion
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molecular. O pico m/z 173 indica, a mesma quebra anterior e, prova que os dois atomos de
cloro ainda estdo presentes no processo de fragmentagdo, uma vez que este apresenta 64 % de
intensidade com relagdo ao pico m/z 171. O pico com m/z 136 é gerado através da perda de
um atomo de cloro do pico m/z 171. Como observado nos processos de fragmentagdes
anteriores, em que envolvem os atomos de cloro, também ¢é observado o pico m/z 138, com
intensidade relativa em torno de 33 % do ion m/z 136. O pico m/z 93 ¢ proveniente do ion
molecular e, ¢ gerado pela quebra da ligacdo alfa C-N com rearranjo de hidrogénio e

formacao de fenilamina.

Figura 9 - Espectro de massas a 70 eV da molécula LQM333 do pico 1.
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A figura 10, tem-se o espectro de massas com as principais fragmentacdes referente ao
composto de interesse LQM336 (pico 2). Nele foi possivel observar, o pico m/z 253 como ion
molecular [M*] e o pico base de m/z 161, sendo este Gltimo formado pela perda do radical
fenilamina através do rompimento da ligacdo alfa C-N. O pico m/z 146 ¢ proveniente da
perda de um radical metila, a partir deste pico base. O pico m/z 118 é formado a partir deste
ion m/z 146 com perda de CO. O pico m/z 105 vem do ion m/z 161 com perda de H3C-

CH=C=0. O pico 222 ¢ proveniente da perda do radical metoxila a partir do ion molecular.

Figura 10 - Espectro de massas a 70 eV da molécula LQM336 do pico 2.
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A figura 11, tem-se o espectro de massas com as principais fragmentacdes referente ao
composto de interesse LQM338 (pico 1). Neste caso, a molécula apresenta um atomo de
bromo ¢ os espetros de massas podem apresentar picos com duas unidades a mais,
correspondentes aos seus isotopos mais abundantes (Br”® e Br®") (SILVERSTEIN, 2007). Essa
molécula apresentou o pico m/z 301 como ion molecular [M*], mas, como citado
anteriormente, devido a presenca do atomo de bromo, também ¢ observado o pico m/z 303,
com intensidade muito semelhante ao pico [M*]. O pico m/z 209 referentes a fragmentagao
da ligagdo C-N, como esse ion ainda apresenta o atomo de bromo ¢ observado também o pico
m/z 211 com intensidade muito proxima ao m/z 209. O pico m/z 181 ¢é proveniente da perda
de CO pelo ion m/z 209, pelo mesmo fato descrito anteriormente, também ¢ observado o pico
m/z 183 com intensidade muito proxima ao m/z181, comprovando que o atomo de bromo
ainda estd presente no processo de fragmentagdo da molécula. O pico m/z 130 ¢
correspondente a perda do 4&tomo de bromo, a partir destes ultimos picos com m/z 209 e 211.
Percebe-se neste caso, que nao ¢ observado mais a presenga de um segundo pico com duas
unidades a mais, comprovando que de fato o d&tomo de bromo ndo estd mais presente no
processo de fragmentagdo. O pico m/z 102 pode vir da perda de CO a partir do ion m/z 130 ou
da perda do 4tomo de bromo a partir do ion m/z 181. O pico base de m/z 93, € proveniente da

quebra da ligacdo alfa C-N.

Figura 11 - Espectro de massas a 70 eV da molécula LQM338 do pico 1.

36



:z H&/@ il /O/\+ \/Q/\//o+

I:I Br
704
60- o
504 ot N
P
404 Q/\// Br/®/\+ Br/OMN’O

305 \

181
20 ” 181
76
10 P 65 03 | g u u”
40 284
! 1 1 1

i | 155
30 40 50 60 70 80 90 100 110 1’0 1\0 140 1‘0 160 1/0 lSO 190 ’00 210 220 ’~0 ’-IiO 3)10 260 270 280 2§0 300 3I10
m'z

H
LQM338 \

301

Fonte: Autora, 2023.

5.1.1.2 CLAE

A CLAE ¢ uma técnica muito utilizada para identificagdo e quantificagdo de
substancias quimicas. Além disso, ela também ¢ usada para avaliar a pureza do material
analisado (GALVAO et al., 2015).

Para as moléculas LQM330 e LQM333, a pureza encontrada foi de 99,82% e 99,77%.
Ja a LQM336 ¢ LQM338 demonstraram purezas de 98,70% e 98,88%, respectivamente
(Figura 12).

Figura 12 - Cromatogramas CLAE das moléculas LQM330 (A), LQOM333 (B), LQOM336 (C) e
LQM338 (D).
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Na figura 13, tém-se os cromatogramas das comparagdes das moléculas LQM330,

LQM333, LQM336 e LQM338, indicando os tempos de retencao de cada acrilamida. A partir

Tempo (min)

Fonte: Autora, 2023.

disso, observou-se tempos de retengcdo bem semelhantes e proximos entre si.

No geral, as moléculas LQM330, LQM333, LQM336 e LQM338 apresentaram pureza

do material sintético por CLAE na faixa de 98,70% a 99,81%.

Figura 13 - Cromatogramas de comparacio CLAE das moléculas LQM330, LQM333, LQM336

e LQM338.
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5.1.2 Analises térmicas

51.21 TG

As curvas termogravimétricas demonstraram que as moléculas LQM330, LQM333,
LQM336 e LQM338 sdo estaveis em diferentes taxas de aquecimento (10, 20, 30, 40 ¢ 50 °C

mim™"). Foi observado também, que este aumento na taxa, ocasiona o aumento da temperatura

Tempo (min)

Fonte: Autora, 2023.
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inicial de degradacdo (Tonser) do material. Além disso, em nenhuma das amostras analisadas
foram observados eventos térmicos referentes a elimina¢do de agua (25 até 120 °C), como
traz a literatura por Muller, Villalba e Anaissi (2014).

Na figura 14, tém-se as curvas termogravimétricas das moléculas LQM330, LQM333,
LQM336 e LQM338 ¢ a (tabela 1) apresenta os dados das perdas de massas (%), a Tonser (°C)
€ a Tenaser (°C) das amostras caracterizadas.

Nas curvas termogravimétricas das moléculas LQM330, LQM336 e LQM338, pode-se
observar oscilagdes no inicio das curvas em algumas taxas de aquecimento, isso ocorreu
porque foi utilizado em torno de 1 mg das amostras para cada andlise, condi¢do esta,
inadequada para sensibilidade do equipamento da TG. O ideal é que seja utilizado acima de 5
mg das amostras, mas como o material caracterizado foi sintético, obtém-se pouca quantidade
de massa nesse procedimento. J& para molécula LQM333, teve-se maior quantidade de massa

do material sintético, onde foi utilizado 6 mg para cada anélise na TG.

Figura 14 - Curvas termogravimétricas das moléculas LQM330 (A), LQM333 (B), LQM336 (C)
e LQM338 (D).
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Tabela 1 - As perdas de massas (%), a Tonser (°C) € @ Tenaser (°C) das moléculas LQM330, LQM333, LQM336 e LQM338.

LQM330 LQM333 LQM336 LQM338
Temperatura (°C) Temperatura (°C) Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Taxa de (%) Tonset Tendset (%) Tonset Tendset (%) Tonset Tendset (%) Tonset  Tendset
aquecimento
(°C min™")
10 85,99 212,77 248,78 86,12 332,84 392,02 67,18 327,01 377,20 84,26 312,29 374,12
20 84,04 23438 280,58 91,29 335,39 418,10 86,09 348,89 412,68 74,77 330,46 375,53
30 89,27 237,50 287,45 87,89 343,23 428,98 89,30 350,61 430,29 76,17 327,98 380,85
40 86,60 242,40 301,77 90,26 347,47 443,25 97,26 371,67 440,96 79,50 317,30 366,73
50 83,64 245,89 276,38 84,02 352,12 441,70 82,78 371,79 441,35 79,84 338,14 398,41

Tonset - Temperatura extrapolada de inicio de degradacdo. Tendser - Temperatura extrapolada de fim de degradagdo
Fonte: Autora, 2023.
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Para a LQM330 diferentemente do que ocorreu com a (Tonser), @ (Tenaser) N30 apresentou
aumento gradativo, sendo constatado que a maior (Tenaser) fO1 na taxa de aquecimento de 40 °C
mim’!, que evidenciou o valor em torno de 301,77 °C.

Ja nas moléculas LQM333 e LQM336, constataram-se que o comportamento da (Tonser)
foi semelhante ao comportamento da (Tewsse), pois o aumento das temperaturas foi
diretamente proporcional ao aumento das taxas de aquecimento, confirmando os resultados
obtidos por Galvao et al. (2015), mas vale salientar, que para LQM336 nas taxas de
aquecimento 40 e 50 °C, as temperaturas de (Tonser ) foram iguais em torno de 371 °C.

Na LQM338, verificou-se a variagdo na (Tonse:) em todas as taxas de aquecimento, com
relacdo diretamente proporcional, apenas, na (Tendser). Mas com ressalva na taxa de 40 °C que
apresentou temperatura inferior a taxa de 30 °C.

De forma geral, as curvas supracitados apresentaram apenas um evento térmico de
perda de massa para cada molécula analisada por TG, com estabilizacdo dos materiais em
torno de 248,78 a 443,25 °C e, com perda de massa na faixa de 67,18 a 97,26%. Além disso, a
(Tonser) da menor taxa de aquecimento investigada da LQM330, LQM333, LQM336 e
LQM338 comprovaram a boa estabilidade destas acrilamidas, que variaram de 212,77 a
332,84 °C, como também, foi confirmada pela maior taxa da (Tonse:) que variaram de 245,89 a
371,79 °C, demonstrando que as moléculas sdo estaveis em todas as condi¢des testadas.

J4 em relagdo a taxa de aquecimento, a 10 °C min™' foi escolhida por ser a mesma taxa
de aquecimento da andlise da DSC e, também escolhida por Galvao et al. (2015) para
realizacdo da caracterizagdo dos materiais nas (Tonser, Tendser € To00°C).

Esse mesmo tipo de estudo foi feito com guanilidrazonas por Galvao et al. (2015), em
que os autores avaliaram nas curvas da TG a relagdo direta da (Toue) com as taxas de
aquecimento. Embora no trabalho, eles tenham encontrados 4 eventos térmicos de perdas de
massas, pois cada material apresenta perfil fisico-quimico especifico.

De acordo com Cintra et al. (2022), o perfil de perda de massa para amidas
poliaromaticas foi encontrado na faixa de 110 a 190 °C, os resultados foram diferentes do

encontrado nas acrilamidas desta pesquisa, pois estas apresentaram maior estabilidade.

5.1.2.2 DSC

A figura 15 mostra as curvas calorimétricas das amostras LQM330, LQM333,

LQM336 e LQM338. Através destes, foram observados picos endotérmicos, com
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temperaturas (Tonser) € variacdo de entalpia (AH) de 197,40 °C (AH = 2,42 J/g), 170,10 °C
(AH = 102,91 J/g), 161,01 °C (AH = 98,58 J/g) e 190,89 °C (AH = 73,32 J/g), que podem
estar associadas aos seus respectivos pontos de fusdo. Passos et al. (2020) determinaram as
faixas correspondentes aos pontos de fusdo das mesmas moléculas, respectivamente, como
sendo os valores de 154-155, 180-181, 136-137 e 197-200 °C obtidos por equipamento de
Ponto de Fusao Digital da marca MS TECNOPON Instrumentacao do modelo PFMII.

Para todas as amostras foram possiveis observar nas curvas, que apos 0 composto
sofrer a fusdo, a linha de base se mantém estavel até a temperatura proxima de 279, 282, 251 ¢
265 °C, respectivamente, para as amostras LQM330, LQM333, LQM336 ¢ LQM338. Mas, na
molécula LQM333 foi observada desvio no sentido exotérmico, no qual podem ser indicados
eventos térmicos associados a processos de decomposicdo, denominados “cura”, segundo
Magalhaes, Kelley e Lucia (2009).

Através dessa técnica ¢ possivel determinar a pureza do material (CINTRA et al.
2022). As purezas das moléculas LQM330, LQM333, LQM336 e LQM338 foram de 98,23%,
96,31 %, 98,82 % e 97,89 %.

Figura 15 - Curvas calorimétricas das moléculas LQM330 (A), LQM333 (B), LOM336 (C) e
LQM338 (D).
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Fonte: Autora, 2023.

Resumidamente, as acrilamidas LQM330, LQM333, LQM336 e LQM338
apresentaram perfil de decomposi¢do térmica muito similar entre si, na faixa de 161,11 a
197,33 °C (figura 16), com transi¢des entalpicas descendentes de primeira ordem, os picos.
Nao foi observada transigdes entalpicas de segunda ordem, como a transi¢ao vitrea, pois nao
houve mudanga da linha de base em nenhuma das moléculas analisadas por DSC, pois esta

caracteristica ¢ encontrada em materiais amorfos (PITA e MONTEIRO, 1996).

Figura 16 - Curvas calorimétricas da comparacio das moléculas LQM330, LQM333, LQM336 e
LQM338.
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Fonte: Autora, 2023.

Além disso, a analise da DSC ¢ mais simples e barata quando comparada com outras
técnicas, como por exemplo, a cromatografia, pois nao necessita de padrdes para identificacao

de impurezas e/ou construcio de curvas de calibragio (GALVAO et al., 2015). Todavia, vale
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destacar que as andlises da DSC s3o mais fidedignas para a determinagdo exata do ponto de
fusdo de substincia pura ou composta (GALVAO et al., 2015; RODRIGUES et al., 2005).

Ela também fornece a diferencga de entalpia, que ¢é calculada de acordo com a area do
pico do evento endotérmico, segundo Riegel, Freitas e Samios (1999).

De acordo com Cintra ef al. (2022), o perfil de decomposicdo térmica para amidas
poliaromaticas fica em torno de 110 a 220 °C, os picos apresentaram evento endotérmico e,
na faixa de 450 a 500 °C, a presenga de pico exotérmico em uma das moléculas estudadas. Os
resultados foram semelhantes, pois a faixa encontrada nesta pesquisa esta de acordo com o
estudo supracitado.

Vale salientar que os eventos térmicos aconteceram antes da degradacdo das
moléculas LQM330, LQM333, LOM336 ¢ LQM338, diferentemente, do resultado encontrado
no estudo de Daniel ef al. (2015), pois eles identificaram a degradacdo térmica do material,
antes da presenca do ponto de fusdo e da entalpia serem definidas pela técnica DSC. Isso
significa que as moléculas sdo estaveis e, ndo se degradaram antes de determinar a entalpia de

fusdo do material.

5.1.3 Analises espectroscopicas/espectrométricas
5.1.3.1 UV-vis

A espectroscopia de absor¢dao permite que a radiagdo eletromagnética interaja com
matéria através dos grupos cromoéforos que possuem elétrons capazes de absorver energia
(estado excitado) e, quando estes retornam para o seu estado fundamental, emitem luz na
forma de onda eletromagnética, sendo possivel identificar por espectros de UV-vis de
absorbancia ou transmitancia da amostra analisada (SANTOS et al., 2022).

Na Figura 17, tém-se os espectros de UV-vis das moléculas LQM330, LQM333,
LQM336 e LQM338 ¢ das amostras nas temperaturas (Tonse;, Tenaser € To00 °c). Observaram-se
bandas de absor¢ao bem proximos em torno de 274,33; 232,50; 285,16 a 325 e 268,33 nm,
respectivamente, para as amostras analisadas e, a (tabela 2) sumariza as bandas de absor¢ao

das amostras sintéticas e suas temperaturas de acordo com as condi¢des das analises da TG.

Figura 17 - Espectros de UV-vis das moléculas LQM330 (A), LQM333 (B), LQM336 (C) e
LQMB338 (D) e das temperaturas (Touses, Tendser € To00°c) das amostras.
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Comprimento de Onda (nm)

Tabela 2 - Sumariza os comprimento de ondas e as absorbancias da LQM330, LQM333,
LOM336 e LQM338 e as temperaturas (Touser, Tenaser € Teooo oc) das amostras.

Amostras Comprimento de onda (nm) Absorbancias
LQM330 275,50 0,534
Tonser 273,00 0,558
Tendser 274,50 0,619
LQM333 232,50 0,300
Tonser 282,00 0,136
Tendser 282,00 0,328
LQM336 285,16 0,300
Tonser 286,50 0,136
Tendser 298,00 0,328
LQM338 223,00 0,537

45



Tonset

Tendset

304,50
277,50

0,167
0,589

Fonte: Autora, 2023.

Assim, constatou-se que todas as amostras em (Teo0 °c) ndo apresentaram banda de
absorc¢ao na regido do UV-vis. Isso ja era esperado, pois ndo houve material ou presenca de
grupos cromoéforos para interagdo com a radiagdo eletromagnética do equipamento.

Na Figura 18, observaram-se bandas de absor¢ao em torno de 220 a 335 nm para as
moléculas LQM330, LQM333, LOM336 e LQM338, resultados estes,

corroborados pela técnica de CLAE através da faixa de absor¢do em 254 nm.

que foram

Figura 18 - Espectro comparacio UV-vis das moléculas LQM330, LQM333, LQM336 e
LQM338.
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Fonte: Autora, 2023.

Verificou-se transi¢ao eletronica em todas as moléculas sintéticas LQM330, LQM333,
LQM336 e LQM338 na faixa de 250 a 360 nm, associada a presenca de atomos de oxigé€nio e
nitrogénio nas estruturas quimicas, como por exemplo, a carbonila e a amida. No entanto,
apenas as moléculas LQM330, LQM333 e LQM338 demonstraram transi¢ao eletronica de
uma Unica banda de absor¢do. J4 a molécula LQM336 indicou a presencga de duas bandas de
absorcao, geralmente, associados ao anel aromatico ou sistema conjugado em comprimento de
onda acima de 200 nm, nesta estrutura quimica, ha presenca de uma metoxila, diferentemente
das outras moléculas que ha presenca de atomos de halogénios (PRATIWI e NANDIYANTO,

2021). E importante salientar que todas as moléculas caracterizadas possuem anel aromatico,

46



entdo, a presenca das duas bandas de absor¢do ndo estd isoladamente associada a presenca do
sistema conjugado.

Além disso, Pratiwi ¢ Nandiyanto (2021) afirmaram que na faixa de 200 a 700 nm ¢
possivel identificar os grupos cromoforos das estruturas quimicas, determinando este

intervalo de comprimento, como ideal para moléculas orgénicas.

5.1.32 IVTF

A andlise de IVTF fornece informagdes sobre a presenca dos grupos funcionais em
determinada faixa de interagcdo eletromagnética da radiacdo com a amostra, na regido do
infravermelho do espectro, sendo assim, ¢ possivel identificar a estrutura quimica pelas
bandas de absor¢do das moléculas analisadas (LIRA, 2020; MENESES et al., 2021).

Na figura 19, tém-se os espectros de IVTF das moléculas LQM330, LQM333,
LQM336 e LQM338. Todas elas apresentaram o estiramento N-H, indicando a presenca da
amida secundaria na faixa de 3500-3070 cm!, as bandas de absor¢do das respectivas
moléculas foram 3352, 3061 , 3288 € 3263 ¢ 3273.20 cm™".

Além disso, todas as moléculas apresentaram a carbonila na faixa de 1700-1630 ¢cm™,
correspondendo a presenga da amida pelo estiramento C=0O, sendo as bandas de absorcdo
respectivamente, de 1654 ,1654 , 1653 ¢ 1666.85 cm™.

Para as amostras nas temperaturas (Tonse, Tendgser € To00 °c), notou-se para molécula
LQM330 espectro de IVTF semelhante ao da (Tonser). J& em relacdo a (Tendser) foi constatado
auséncias de bandas em 1300 a 1000 cm™' e, na (Teo0 °c) @ amostra apresentou alargamento na
banda em torno de 1300 a 1000 cm™' e auséncias das outras bandas em todo o espectro.

Em relagdo a molécula LQM333 foi observado no espectro do IVTF da (Touse € da
Tendser), 0 aparecimento de novas bandas em torno de 3132, 3062, 1076 ¢ 617 cm™!, indicando a
formagdo de acido carboxilico e, outros produtos, como moléculas compostas por anel
aromatico ou sistema conjugado. J& na (Teoo °c) foi constatado o alargamento da banda na
faixa de 3500 a 3070 cm™! indicado pelo estiramento N-H.

Na molécula LQM336 foi observado no espectro do IVTF na (Touse), auséncia de
bandas em torno de 800 a 700 cm™! €, na (Tendser) auséncia de bandas em 3300 a 3200 cm™. Ja
na (Teoo °c) houve formagdao de novas bandas em torno de 800 a 600, 1350 a 1100 e 1800 a
1350 c¢cm!, indicando a formacdo de anidrido e do haleto de acila, assim como, outros

produtos com presenca de anel aromatico ou sistema conjugado (CINTRA et al., 2022).
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Para a molécula LQM338 foi observado no espectro do IVTF na (Touse:), 0 alargamento
da banda em torno de 3600 a 3300 cm™!, as demais bandas permaneceram iguais. J4 na (Tendser)
houve auséncia em quase todo o espectro, com presenga de poucas bandas na faixa de 1800 a
1700, 1600 a 1350 e 1200 a 700 cm, indicando a presenga de sistema conjugado ou anel

aromatico de acordo com Cintra et al. (2022).

Figura 19 - Espectros de IVTF das moléculas LQM330 (A), LQM333 (B), LQM336 (C) e
LQMB338 (D) e das temperaturas (Tonser, Tendser € To00°c) das amostras.
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Fonte: Autora, 2023.

Na figura 20, t€ém-se as comparacdes dos espectros do IVTF das moléculas sintéticas.
Observou-se a semelhanca e a presenga das mesmas bandas de absor¢ao na regido do espectro

do infravermelho entre as amostras caracterizadas LQM330, LQM333, LQM336 e LQM338.

Figura 20 - Espectro comparaciao IVTF das moléculas LQM330, LQM333, LQM336 e LQM338.
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Foram realizadas comparagdes dos espectros das amostras LQM330, LQM333,
LQM336 e LQM338 nas condigdes da analise da TG (Tonses, Tendser € To00 °c) para confirmagao
das bandas de absor¢do em relagdo ao material sintético.

No espectro (Tesoo °c), ndo houve absor¢do na regido do infravermelho pelo
alargamento da banda formada na molécula LQM330, pela auséncia de bandas nas moléculas
LQM333 e LQM338 e, na molécula LQM336 foi verificada a formagao de novas bandas de
absor¢ao.

No geral, a presenca da carbonila ¢ atribuida ao estiramento simétrico e assimétrico do
grupo carboxilato livre, sendo este verificado em todas as moléculas estudadas. Como
também, todas elas apresentaram estiramentos C=C na faixa de 1600 a 1400 cm e,
estiramentos C-N em torno de aproximadamente 1300 cm™!, os mesmos estiramentos foram
confirmados por Cintra et al. (2022) em amidas.

De acordo com Cintra et al. (2022), os autores estudaram e confirmaram estiramentos
de amidas tercidrias, com auséncia de estiramentos N-H, pois a presenca desta, indica
impurezas no processo de sintese. Além disso, eles identificaram a presenca do estiramento
C=0 que indica amida em torno de 1700 cm™. Os resultados foram semelhantes ao desta
pesquisa, pois todas as moléculas estudadas apresentaram estiramento C=0 e, divergente em
relagdo a presenca do estiramento N-H, pois todas as moléculas LQM330, LQM333,
LQM336 e LQM338 indicou a presenca de amida secundaria.
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As amidas terciarias ndo formam ligagdes de hidrogénio devido a presenca do
estiramento C=0O, diferentemente, das amidas primarias e secundarias pela presenca do

estiramento N-H (CINTRA et al., 2022).

5.1.4 Anélises cromatograficas
5.1.4.1 CG/EM

A figura 21, tém-se as comparacdes dos cromatogramas das moléculas LQM330,
LQM333, LQM336 e LQM338 e, também das amostras, apds sofrerem diferentes
aquecimentos, conforme as condig¢des estabelecidas na andlise da TG, nas temperaturas de
212,8 °C (Tonser) € 248,8 °C (Tendaser), 298,1 °C (Tonser) € 329,5 °C (Tenaser), 245,7 °C (Tonser) €
331,6 °C (Tendser), 305,5 °C (Tonser) € 374,8 °C (Tendser).

No geral, observou-se que apds aquecimento na (Tonser) Nnd0 houve aparecimento de
produtos de degradagdo térmica, como ja era de se esperar, pois as curvas das analises da TG
ndo mostraram perdas acentuadas de massas nas moléculas LQM330, LQM333, LQM336 ¢
LQM338. Assim como, na analise da DSC, somente, observou-se deslocamento da linha de
base depois das temperaturas expostas na (tabela 3) para cada molécula.

Quando a LQM330, LQM333, LQM336 ¢ LQM338 foram submetidas a (Tendser),
notou-se a formacdo de alguns compostos de degradagdo, no entanto, ainda predominou o
composto de interesse com pureza 81,58%, 96,70% ¢ 99,53 % e 79,20 %, respectivamente.

Para todas as amostras submetidas ao aquecimento em (Teoo °c), verificou-se a
completa degradagdo do material, ndo sendo mais detectado o pico referente a molécula de

interesse de cada amostra caracterizada.

Figura 21 - Cromatogramas de comparacio CG/EM das moléculas LQM330, LQM333,
LOM336 e LQM338 e das temperaturas (Tonser, Tendser € Too0°c) das amostras.
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Fonte: Autora, 2023.

No geral, as condicdes da andlise da TG em (Tonser € Tendeser) as amostras
demonstraram purezas de 92,38 a 99,67% e de 79,20 a 99,53, respectivamente. Ja na (Tso0 °c)
houve a degradacao total das moléculas.

A pureza e o controle de qualidade por CG/EM ¢ importante para identificacdo da
estrutura quimica, permitindo caracterizar o material de interesse por biblioteca
computacional, que fornece o pico desejado do composto pelo tempo de retencdo, como
também, fornece dados sobre a formacdo ou nao de subprodutos (ALENCAR; SAMPAIO;
ALVES, 2022).

As amidas sao moléculas intermediarias muito utilizadas para sinteses de outros
compostos, principalmente, para obten¢do de produtos naturais através das induastrias
farmacoldgicas e quimicas, a sua identifica¢do no processo de sintese ¢ primordial para
confirmar a estrutura quimica desejada (CINTRA et al., 2022).

No estudo de Campos (2018), o autor verificou a presenca de microcontaminantes ao
meio ambiente por CG/EM, através da biblioteca computacional e o tempo de retengcdo dos
compostos investigados, por metodologia especifica e padronizada..

De acordo com Viana et al. (2018) e Dalbon et al. (2021), os autores verificaram a
estrutura quimica, assim como, a quantificacdo da presen¢a do principio ativo na matriz

estudada.

5.1.4.2 CLAE
Na figura 22, tém-se os cromatogramas das moléculas LQM330, LQM333, LQM336 ¢
LQM338 e, suas temperaturas (Tonser, Tendser € To00°C).
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Para as condigdes de aquecimento na (Tonser € Na Tendser) da amostra LQM330 foram
constatadas pureza de 99,70% e 98,30%, respectivamente. Para a LQM333 na (Tonser) foi
observada presenca de novo pico, indicando impureza de 7,48% no tempo de retengdo de
3.274 min, ja na (Tenase:) apresentou 3 picos, sendo respectivamente, com tempos de retengdo
de 3.283, 4.096 e 4.734 min e, impurezas de 3,67, 4,14 ¢ 0,67%. A LQM336 na (Touse) foi
verificado o comportamento de pureza semelhante ao da molécula sintética de 98,70% e, na
(Tenaser) apresentou pureza de 97,90% com tempo de reten¢dao de 3.325 min. A LQM338 na
(Tonser) foi verificado pureza de 98,59%, com tempo de retengdo de 2.312 min, j& a (Tendser)
apresentou pureza de 80,80%.

Ja em relagdo a (Teoo °.c) houve a formagdo de subprodutos com tempos de retengao de
2.376 min e 3.582 min, com impureza total da substancia LQM330 de 81,52%. Para LQM333,
os picos identificados apresentaram tempos de retengdo de 3.243 min e 3.589 min,
demonstrando a formacao de impurezas com 40,77 e 59, 22%, respectivamente. Na LQM336
houve a presenca de 2 picos de 2.342 min e 3.576 min, com 1,79 ¢ 18,28 % de impurezas,
respectivamente. A LQM338 apresentou 2 picos com tempos de retencao de 2.458 ¢ 3.279

min, com impurezas de 2,47 e 81,26%, respectivamente.

Figura 22 - Cromatogramas CLAE das moléculas LQM330 (A), LQM333 (B), LQOM336 (C) e
LQMB338 (D) e das temperaturas (Touser, Tendser € To00°c) das amostras.
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Fonte: Autora, 2023.

Logo, observou-se que as moléculas sintetizadas LQM330 e LQM333 tém pureza
satisfatoria de 99,81 € 99,77% e, que as LQM336 e LQM338 e, as amostras em (Tonser € Tendser)
variaram consideravelmente, em porcentagem de impurezas. Com exce¢do das amostras em
condi¢des de (Teoo °c), que houve total desaparecimento do composto sintético, o que ja era
esperado, pois a temperatura ¢ bem superior a temperatura de degradagdao das moléculas
LQM330, LQM333, LQM336 e LQM338.

A determinacdo da pureza em amostras ¢ muito importante para verificar a presenca
ou auséncia de outras substincias quimicas no material estudado. A CLAE ¢ sensivel, seletiva
e ideal para essa caracterizagdo, principalmente, pela necessidade do desenvolvimento de
novos farmacos e o controle de qualidade do principio ativo (Galvao et al. 2015).

Segundo Rosa (2006), o uso da CLAE e da DSC para corroborar os resultados de
pureza ¢ interessante, pois as duas técnicas juntas sdo ferramentas essenciais para o controle

de qualidade dos farmacos e medicamentos.
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Tabela 3 - Determinacio do ponto de fusdo e pureza das moléculas LQM330, LQM333, LQM336 e LQM338 por MS TECNOPON, DSC, CLAE e

CG/EM.

Molécula PF (°C)
(MS

TECNOPON)

PF (°C)
(DSC)

AH (J/g)

Pureza (%)
(DSC)

Pureza (%)
(CLAE)

Pureza (%)
(CG/EM)

Tr (min)
(CG/EM)

Tr (min)
(CLAE)

Desvio da
linha de base
no DSC

154 a 155

LQM330

180 a 181

LQM333

136 a 137

LQM336

197 a 200

LQM338

Pico 1 - 141,18

Pico 2-197,33

176,64

161,10

187,83

Pico1-2,42

Pico 2-37,51

102,91

98,58

73,32

98,23

96,31

98,82

97,89

99,81

99,77

98,70

98,88

92,50 - molécula
92,38 - Tonset
81,58 - Tendset

0 - T600°C

98,61 - molécula
98,13 - Tonset
96,70 - Tendset

0 - T600°C

99,72 - molécula
99,67 - Tonset
99,53 - Tendset

0 - T600°C

99,55 - molécula
98,32 - Tonset
79,20 - Tendset

0 - T600°C

11,990 3,320

19,102 3,621

18,224 3,325

19,002 3,499

279,66

282,88

251,56

265,75

PF - Ponto de fusao (°C).
AH - Diferenga de entalpia (J/g)
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.Fonte: Autora, 2023.
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5.1.5 MEV

O material sintético e as amostras (Tonser € Tendser) da molécula LQM330 apresentam
morfologia semelhante entre si, com aparéncia heterogénea com rachaduras alongadas e,
aglomerados pequenos. A amostra (Teo0 °c) demonstrou aparéncia na forma de s6lidos em
cubos com aglomerados pequenos, sem rachaduras com tiras alongadas. O tamanho dos
materiais foi variado com predominancia de s6lidos grandes e quebradigos com aglomerados

e, tiras alongadas, como observado na (figura 23).

Figura 23 - Fotomicrografias da molécula LQM330, Touser, Tenaser € To00°c.
LQM330 LQM330

%

.

SEM HV; 10.0kV WD: 10.45 mm | VEGA3 TESCAN
View field: 597 ym Det: SE 100 pm
SEM MAG: 348 X Date{m/dly): 03/07/23 IFALICAMPUS MAGEIO/LAB.QUIMICA

£,
SEM HV: 10.0 KV | VEGA3 TESCAN|

View field: 9.9 um [

SEMMAG: 208Kx  Date(midly): 03/07/23 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

)

¥ I |
SEM HV: 10.0 KV WO: 10.45 mm Ll VEGA3 TESCAI " Det: SE Z0um
View field: 508 ym Det: SE 100 pm SEM MAG: 208 kx  Date{midiy): 03/07/23 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
SEM MAG: 347 x | Date{midly): 03/07/23 | IFALICAMPUS MACEIO/LAE.QUIMICA

WD: 10.4
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SEM HV: 10.0 kv WD: 9.96 mm VEGA3 TESCANS SEM HV: 10.0kV wo:eesmm |11 RECASEESCAN

View field: 352 ym BitE 700 pm View field: 99.9 pm | Det: SE 20 pm
SEM MAG: 591 x _ Date(midly): 04103723 IFALICAMPUS MACEIOILAB.QUIMICA SEM MAG: 2.08Kx | Date(m/dly): 04/03/23| IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

SEM HV: 10.0 kV. WD: 9.74 mm VEGA3 TESCAN SEMHV:100kV | wo:e7smm || UESASIE=CAN

View field: 503 ym Det: SE 100 pm View field: 100 ym \ Det: SE 20 pm
SEM MAG: 350 x | Date(midly): 04/03/23 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 2.07 kx| Date(m/ 03/23 | IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Fonte: Autora, 2023.

O material sintético e as amostras na (Tonser € Tenaser) da LQM333 apresentaram
morfologia semelhante entre si, com perfil fisico quebradi¢o e alongado com aglomerados. J&
a amostra (Teoo0 °c) apresentou morfologia em cubos aglomerados e inteiros, sem presenca de
material quebradi¢o no geral. O tamanho dos materiais foi variado com predominancia de
solidos pequenos com aglomeragao dos fragmentos e, sélidos inteiros sem particulados, como

observado na (figura 24).

Figura 24 - Fotomicrografias da molécula LQM333, Touser, Tenaser € To00°c.

57



LQM333

4 s i
SEM HV: 10.0 kV WD: 10.81 mm

View fisld: 612 pm Det: SE 100 pm

SEM MAG: 339 x  Date(mdly): 03/07/23 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

SEM HV: 10.0 kV WD: 10.78 mm
Det: SE
Date{m/dly): 03/07/23 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

ey atiy s s A .
VEGA3 TESCA X WD: 10.78 mm VEGA3 TESCA!
View field: 601 pm Det: SE 100 pm . Det: SE 20 ym
SEM MAG: 345 x  Date(midly): 03/07/23 | IFALICAMPUS MACEIC/LAB.QUIMICA 0BKx |Date{midly}: 0307/23 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.GUIMICA

Tenet

VEGA3 TESCAN

SEM HV: 10.0 kV WD: 9.85 mm VEGA3 TESCAN|
View field: 596 pm Det: SE 100 ym

SEM MAG: 349 x  Date(m/dly): 04/03/23| IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA e e
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Teo0°cC

SEM HV: 10.0 kV ‘ WD: 9.68 mm | VEGA3 TESCAN|
View field: 610 ym \ Det: SE 100 pm
SEM MAG: 340 x iDate(m/d/y): 04/03/23 | IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

.08 kx iba!e(mlﬂ 04/03/23| IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Fonte: Autora, 2023.

O material sintético apresentou morfologia distinta em relagdo as amostras (Tonser,
Tendgser € Tooo °.c) da LQM336. O perfil fisico da molécula demonstrou ser bem aglomerado,
com tamanho do material relativamente padronizado, heterogéneo e muito pequeno. Ja o
material da (Tonser, Tendser € To00 °c) apresentaram tamanho maiores com aglomerados pequenos

e, mais homogéneo quando comparado a molécula sintética, como observado na (figura 25).

Figura 25 - Fotomicrografias da molécula LQM336, Touser, Tenaser € Too0oc.
LQM336 LQM336

SEM HV: 10.0 kV WD: 10.50 mm 11 | VEGA3 TESCAN|
View field: 99.8 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 2.08 kx Date(m/dly): 03/07/23 IFAL/CAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

SEM HV: 10.0 kV WD: 10.53 mm VEGA3 TESCAN
View field: 590 pm Det: SE 100 pm
SEM MAG: 352 x  Date(m/dly): 03/07/23 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
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Tonset Tonset

WD:1042mm || VEGA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 10.51 mm VEGA3 TESCA!
Det: SE 100 pm View field: 101 pm Det: SE 20 pm
Date{m/diy): 03/07/23 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 2.07 kx  Date(midly): 03/07/23 IFALICAMPUS MACEIOILAB.GUIMICA

-

SEMHV: 10.0kV |  WD:9.86 mm VEGA3 TESCAN| SEMHV: 10.0kV | VEGA3 TESCAN
View field: 588 ym | Det: SE 100 ym View field: 101 ym Det: SE 20 ym
SEM MAG: 353 x |Date(m/dly): 04/03/23 | IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 2.06 kx  Date(m/dly): 04/03/23 IFAL/CAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

SEMHV:10.0kV |  WD:9.66 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 10.0 KV WD: 9.61 mm

View field: 614 ym | Det: SE 100 ym View field: 99.7 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 338 x | Date(midly): 04/03/23| IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 2.08 kx | Date(m/dly): 04/03/23| IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Fonte: Autora, 2023.
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O material sintético e a amostra (Toue) da LQM338 apresentaram morfologia
semelhantes entre si, com aglomera¢do bem acentuada na forma de tiras alongadas ¢ pedacos
pequenos, muito heterogéneos. No entanto, as amostras (Tendser € To00 °c) demonstraram possuir
pedacos na forma de cubos com textura bem homogénea e, com poucos aglomerados de

tamanhos bem pequenos, como observado na (figura 26).

Figura 26 - Fotomicrografias da molécula LQM338, Touser, Tenaser € To00°c.
LQM338 LQM338

\ SN
e

SEM HV: 10.0 k WD: 10,41 mm GA3 TESCAI SEM HV: 10.0 kV WOD: 1037 mm | VEGAZ TESCA!
View field: 508 ym Det: SE 100 ym View field: 99.8 ym Det: SE 20 ym

SEM MAG: 347 x  Date(midly): D307/23 | IFAL/CAMPUS MACEIO/LAB.QUINMICA SEM MAG: 2.08 kx  Date{midly): 0307723 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUINICA

SEM HV: 10.0 kV WD: 10.52 mm 111 VEGA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kv WD: 10.52 mm | VEGA3 TESCAN
View field: 603 pm Det: SE 100 pm View field: 100.0 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 344 x  Date(m/dly): 03/07/23 IFAL/CAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 2.08 kx  Date(m/d/y): 03/07/23 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
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Tendset Tendset

SEM HV: 10.0 kV WD: 9.92 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 10.0 KV WD: 10.06 mm VEGA3 TESCAN|

View field: 597 pm Det: SE 100 pm View field: 101 ym
SEM MAG: 348 x  Date(m/dly): 04/03/23 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 2.06 kx Date(m/dly): 04/03/23 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

SEMHV. 10.01V, wo:t0.44mm |y )] SEM HV: 10.0 KV WD: 9.96 mm VEGA3 TESCAN|

View field: 605 pm Det: SE 100 pm View field: 98.9 pm
SEM MAG: 343 x | Date(m/dly): 04/03/23| IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 2.10 kx | Date(midly): 04/03/23 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

INS17a

Fonte: Autora, 2023.

No geral, os aspectos morfolégicos das amostras na condi¢do da andlise da TG em
(Teoo °c) demonstraram aparéncia similar com forma em cubos inteiros e homogéneos,
diferentemente, das amostras sintéticas LQM330, LQM333, LQM336 e LQM338 e das
amostras nas condi¢des das analises da TG em (Tonser € Tenaser) que apresentaram aglomerados
heterogéneos, quebradigos com tamanhos irregulares, com formas em tiras alongadas.

E importante conhecer e estudar a morfologia dos cristais, pois ela influéncia nas
propriedades fisicas, como a compactacdo, a compressdo, a velocidade de dissolugdo, a
orientagdo da particula, o acondicionamento e o fluxo do pd, entre outras caracteristicas de

acordo com o trabalho de Daniel et al. (2015). Ou seja, cada material apresenta forma e
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tamanho especifico, por isso ¢ importante caracteriza-los para dar direcionamento do farmaco

ao medicamento.
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7 CONCLUSAO

Os resultados das purezas investigadas das moléculas LQM330, LQM333, LQM336 e
LQM338 pelas analises de CG/EM e CLAE demonstraram valores na faixa de 92,50 a 99,55 e
de 99,81 a 98,88%, respectivamente. As moléculas LQM330 ¢ LQM333 apresentaram
melhores determinagdo de purezas por CLAE, com 99,81% e 99,77%. Ja as moléculas
LQM336 e LQM338 apresentaram melhores resultados de purezas por CG/EM, com 99,72%
€ 99,55%.

Os resultados de degradagao térmica por TG, evidenciaram que as moléculas LQM330,
LQM333, LQM336 e LQM338 sdo estaveis em diferentes taxas de aquecimento (10, 20, 30,
40 ¢ 50 °C min™') com estabilizagdo dos materiais na faixa de 248,78 a 443,25 °C e, com
perda de massa entre 67,18 a 97,26 %.

A analise da DSC forneceu dados referente ao ponto de fusdo das amostras. Estas
apresentaram perfil de decomposicdo térmica muito similar entre si, na faixa de 161,11 a
197,33 °C, com presenca de evento endotérmico representado por um unico pico, com
excecao da amostra LQM330 que apresentou eventos exotérmicos associados “a cura” dos
materiais, como também, um pico pequeno de impureza.

Além disso, através desta analise foi possivel calcular a pureza dos materiais, purezas
estas, que também foram determinadas pelas técnicas de CLAE e CG/EM. Nas curvas
calorimétricas, a faixa de pureza encontrada foi 96,31 a 98,82 %. Com isso, constatou-se que
as purezas foram distintas entre as técnicas estudadas, como também, entre as moléculas. As
amostras em (Teoo °c) apresentaram formacao de subprodutos, o que ja era esperado, pois a
temperatura ¢ bem superior a temperatura de degradagao das LQM330, LQM333, LQM336 e
LQM338.

Os espectros de UV-vis demonstraram banda maxima de absor¢do na regido do
ultravioleta visivel em torno de 220 a 335 nm para as moléculas LQM330, LQM333,
LQM336 e LQM338, resultados estes, que foram confirmados pela técnica de CLAE através
da faixa de absor¢do no comprimento de onda de 254 nm.

Os espectros de IVTF demonstraram a presenca do estiramento C=0 ¢ estiramentos N-
H, indicando a presenca da amida e da carbolina nas bandas de absor¢do na regido do

infravermelho.
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Os aspectos morfoldgicos das moléculas LQM330, LQM333, LQM336 ¢ LQM338
foram heterogéneos, quebradicos e com aglomerados no geral, com excecdo das amostras em
(Te00 °c), que apresentaram formas de cubos inteiros e homogéneos.

A boa estabilidade térmica das moléculas LQM330, LQM333, LQM336 ¢ LQM338
confirmaram que elas sdo candidatas promissoras para o desenvolvimento de futuros
potenciais medicamentos contra o virus CHIKV.

Além de elucidar, a importincia das técnicas analiticas complementares para
caracterizacdo dessas substincias, visto que, quando compara-se a técnica da DSC com os
métodos cromatograficos, conclui-se que estes sdo ideais e melhores para determinacdo de
pureza em relagdo ao DSC.

Assim, a caracterizagdo por analises térmicas e as técnicas analiticas complementares
forneceram dados especificos das acrilamidas estudadas LQM330, LQM333, LQM336 ¢
LQM338.
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