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SINTESE E CARACTERIZACAO DE SULFOXIDO DE RUTENIO(II)
COORDENADO A DITIOCARB AZATO E INTERACOES COM MICELAS
POLIMERICAS

RESUMO

A doenca de Chagas € uma enfermidade endémica que atinge milhares de pessoas, em
especial aguelas de baixa renda. Apenas dois farmacos estéo disponiveis comercialmente para
0 seu tratamento, ®endo quesuaeficacia € apenas na fase agedsinda pode causar graves
efeitos colaterais. Uma alternativa para a modificacdo deste cenéario € a investigacdo do
desenvolvimento de potenciais metalofarmacos. Os complexos de ruténio tém se destacado
com essa finalidde, visto que lguns compostos tém apresentagwopriedades
antitripanocida. O presente trabalho descreve a caracterizacdo do ligante derivado de
ditiocarbazato 3netil-5-fenil-pirazolinicel-(S-benzilditiocarbazato) (dtca), a sintese e
caracterizacdo doomplexo precursor sulfoxido de ruténio(ll) e também a investigacdo da
viabilidade da formacao de um sistema micelar polimérico de plurénico contendo o ligante
ditiocarbazato. O ligante dtca e os dois complexos ruténio(ll) foram caracterizados por andlise
elementar, espectroscopia (IVFT, WAs, FluorescénciaRMN *H), espectrometria de
massasNIS-ESI) e codutividade molar. A partir dodados obtidos foi possivel propor uma
férmula em que o ligante dtca encordecoordenado monodentado via atomo degétrm
[RuCl(dmso}(N-dtca)]. Nos ensaios de fluorescéncia com o ligante dtca foi observado uma
banda de emissao 365 rpussibiliando assim o uso desta técnica paravastigacao daua
interacdo com surfactante plurénico F1E3tudosindicaram que surfactante é capaz de
formar um sistema micelar auwtoganizado e promover a estabilidade do ligante dtca em

meio aquoso.

Palavras-chaves:complexos de ruténfdd), dtcae plurénico F127



SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF SULFOX IDE RUTHENIUM( 1)
COORDINATED TO DITHI OCARBAZATE AND INTER ACTION WITH
POLIMERIC MICELL ES

ABTRACT

Chagas disease is an endemic disease that affects thousands of people, especially those with
low incomes. Only two drugs are commercially available for its treatment, tlaeid
effectiveness is only in the acute phase and can still cause serious side effects. An alternative
for the modification of this scenario is the investigation of the development of potential metal
drugs. Ruthenium complexes have been prominent fomptinsose, since some compounds
have shown antietinocidal properties. The present work describes the characterization of the
ligand derived from dithiocarbazate -n3ethyl5-phenytpyrazolinel- (S
benzyldithiocarbazate) (dtca), the synthesis and chamzatien of the ruthenium (ll)
sulfoxide precursor complex, Viability of the formation of a pluronic polymeric micellar
system containing the dithiocarbazate linker. The dtca ligand and the two ruthenium (11)
complexes were characterized by ebetal analys, spectroscopy FTIR, UV-Vis,
Fluorescence'H NMR), mass spectrometry (MBSI) and molar conductivity. From the data
obtained it was possible to propose a formula in which the dtca ligand is coordinated
monodentate via nitrogen atom [Ru@dmso}(N-dtcg]. In the fluorescence tests with the

dtca ligand a band was observed366 nm emission, thus allowing the use of this technique

to investigate its interaction with pluronic surfactant F127. Studies have indicated that this
surfactant is able to form al§organized micellar system and promote stability of the duct
ligand in aqueous medium.

Keywords: complexes of ruthenium (lI), dtca and pluronic F127
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ABREVIATURAS

ACN = Acetonitrila

CMC = Concentracao Micelar Critica

dmso = Dimetilsulfoxido

DNA = Acido Desoxirribonucleico

dtca = 3metil-5-fenil-pirazolinice1-(S-benzilditiocarbazato)

ESFMS = Espectrometria de massas domzacao por eletrospray

FTIR = Espectroscopide Infravermelhgor Transformada de Fourier
F127 = Copolimero plurénico

ICs50 = Concentracado necessaria para inibir 50% das células humanas
KP1019 = [indazol tranftetracloridobis(iH-indazolrutenato(lll)]

NAMI -A = trans[tetraclorido(2H-imidazol)dimitilsulféxidoruténio(lll)]
PBC = Tampéade acido boricé acido citricoi fosfab monobésico de potéssio
RMN - *H = Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio

Ru-dmso = dicloridotetraquis(dimetilsulfoxido}anio(ll)

Ru-dtca = dicloridotris(dimetilsulféxido)mono(dtca)ruténio(ll)

TCML = Transferéncia de Carga Metabante

UV-Vis = Espectroscopia de Abséig Eletronica da Regido ddttavioletaVisivel
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1. INTRODUCAO

Atualmente os compostos de coordenacéo tornaeamestaque em diversos estudos
principalmente cono desenvolvimento da quimica bioinorganica, no qual tem contribuido
para o planejamento de novas substancias que possam exibir propriedades farmaadldgicas
utilizacdo dos metais com amigdo medicinal € conhecido BA00 anos, por exemplo, o
cobre erabastante utilizado pelos egipcios para esterilizacdo da (8RALDO, 2005)
Desde entdo varios metais de transicdo tem seglodados com intuito de explorar sua
propriedades medicinais.

Tal interessefoi motivado, ao grande sucessia descoberta das propriedades
antitumorais do composto inorganico cisplatine;[PtClL(NH3),] (Figura 1) por volta de
1969(ROSENBERG et al., 1969 cisplatina é o metalofarmaco usado até os dias atuais no
tratamento de cancer, seu mecanismo de acdo ensenghicidado na literaturé&sua
administracdo ocote por via intravenosa por apresentar baixa solubiliddestudos
mostraram que ao entrar na célula a cisplatina sofre hidrélise, ligendm DNA
irreversivelmente, causando uma distorcdo na estrutura do DNA, esse processo inibe a
replicacdo do DNA queesulta na morte celular via apoptd$e. OREA; BUSSELBERG,
2011; ROSETTE, 2002Babese que a ligacao platina com o DNA corre principalmente via
atomo de nitrogénio de guanina ou de adenina, apresentando maiomestapilima vez, que
pode formar ligacBes de hidrogénio através do grupe ddHcisplatina com o oxigénida
guanina(FLOREA; BUSSELBERG, 2011; PRANCZK et al., 2014)

Figura 1. Estrutura quimica de compogtisplatina

NH
Cl\ - 3

Cl/P'\

No entanto, varios compostos derivados da platina foram testados contra o

NH,

Trypanossoma cruizeima vez que o metabolismo das céltilesorais tem semelhanca com
0 metabolismo dos tripanossomos. Dentre os complexos estudsdgsie apresentaram
atividade tipanocida foram a cisplatina e carboplatina [(1,1-
ciclobutanodicarboxilatodiaminoplatina(ll)](FARRELL, 1984; SANCHEZDELGADO;
ANZELLOTTI, 2004).

Por sua vez, a cisplatimaseus derivadagpresenta graves efeitos colaterais, nos quais

se incluem nefrotoxicidade, problemas auditivos e neurotoxidade, além de apresentar elevada
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toxicidade(WONG; GIANDOMENICO, 1999) Outro problema encontrado € o surgimento
de resisténcia celular apés o tratamento de 4 ad@&s¢KARTALOU; ESSIGMANN, 2001)
A fim de contornar esse cenario, varios complexos de outros ions metalicos sao investigados

com a finalidade de reduzir efeitos colaterais.

1.1 Metalofarmaco de Ruténio

Os complexos contendo o metal ruténio vém se oty ao longo dos anos como
promissoes metalofarmaca Apesar de ser ndo essencial, o ruténio tem propriedades fisico
quimicas muito interessantes, uma vez que encsattacaliado no mesmo grupo do ferro e
portanto pode mimetizid em reacdes bioquimica®AGE, 2012) O ruténio apresenta uma
facil acessibilidade a diferentes estados dedando (RU, RU" e RUY) em condicdes
fisiologicas conferindo assim uma grande possibilidade de combinacdes com ligantes o que
podem modificar e potencializar sua acédo farmacolBERGAMO et al., 2012; JAKUPEC
et al., 2008)

A quimica sintética de complexos de ruténio é muito bem descrita retuliter
particularmente com ligantes aminas e iminas. Estes ligantes contém atomo de nitrogénio que
atuam como base de Lewis estabilizando seus compl€x#RKE, 2002) A aplicabilidade
dos complexos de ruténio pode ser encontrados em diversas areas da quimica, da catalise ou
bioinorganica, entre outrgsDAVI DSON et al ., 220136KOYYADANOV I
et al.,, 2016; NYAWADE; FRIEDRICH; OMONDI, 2016; PATRA et al., 2016;
SELVAMURUGAN et al,, 2016) Na eletroquimica sao utilizados em reacbes de
transferéncia de elétrons que estdo envolvidos nos processos de redlicdd R®& u
(ROCHA; TOMA, 2002)

Existe na literatura um grande nimero de compostos de ruténio que reportam sua acao
biolégica tais como: a) atividade imunossupres$sStBVEIRA-LACERDA et al., 2010)b)
atividade antimicrobiangdKLJUN et al., 2011; PANDRALA et al., 2013; TUREL et al.,
2010) c) atividade antimalaric6GLANS et al., 2012)d) atividade chagasica do complexo
[RuCly(ctz)] em que ctz corresponde ao clotimazol, os estudos realizados eitro
mostraram uma inibicdo de 90% da proliferagdo epimastigotd.doruzi (SANCHEZ
DELGADO; ANZELLOTTI, 2004)

E importante ressaltar que estudos envolvendo opleaos de ruténio(lll), como é o
caso do KP1019 e do NAMA (Figura 2) mostraram uma elevada atividade antitumoral

vitro e in vivo e uma baixa toxicidade, sendo eles os primeiros complexos a base de ruténio a
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entrarem em ensaios clinicos avancaffé8RTINGER et al., 2006; SAVA et al., 2003;
TRONDL et al., 2014)

Na primeira fase de triagem dkia, o complexo NAMA apresentoa eficacia
em inibir e preveniro crescimento de metastase pulmonar. Ja segunda fase de triagem
observouse que o NAMHA podem interagir com o DNAn vitro, porém essa ligacdo ao
DNA ndo parece contribuir para sua eficiéncia antimetast{fid®ASCA; GEHRIG;
CLARKE, 2001) Além dis®, sua atividade bioldgica esta relacionada com a dissociacdo dos
ligantes abretospresente no compos{BERGAMO et al., 2002, 2012; HARTINGER et al.,
2006)

Figura 2. Estruturas dos complexos de rutéNiaMI -A e KP1019

H
cl, ’ \\\\\\\ Cl HN/\NH a - cl HN/N
Ru /R —
CI/ ’ \c| — : .\’:\C'
N HN/\
0 -
HN /
NAMI-A KP 1019

Uma das principais diferencas existentes entre os complexos de ruténio e a cisplatina
esta relacionada com sua estrutura, uma vez que o0os complexos de ruténio apresentam
estrutura octaédrica, em contraste atiph que tem geometria quadrado planar. Essa
caracteristica faz com que o mecanismo de acéo e reatividade seja diferenciado. Como por
exemplo, o composto KP1019 mostrou atividade antitumoral contra tumores que sao
resistentes a cisplatifel ARTINGER et al., 2006)Vale enfatizar que os complexos a base de
ruténio também podem apresentar menor toxidade tor@anmuito atraentes para o
desenvolvimento de metalofarmacos.

Estudos realizados com os isébmecase trans [RuCly(dmso)] onde dmso =
dimetilsulféxido (Figura 3) mostrou ser um bom agente anticancerigeno, apresentando uma
diminuicdo da toxicidade ncasgue e nos tecidos normais. A importancia medicinal desta
classe de compostos é relatada desde 1970, sendo descrita sua atividade tumoral contra cance
de mama, pulméo e melanonALESSIO et al., 1993; MESTRONI et al., 1989)
Experimentos psteriores com o isdmertrans[RuCly(dmso)], mostraram a atividade

tumoral e acdo antimetasticas em ratos que apresentaram carcinoma p(BAdi#aet al.,
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1992) Outros estudos realizados c@ssa classe dmmplexoindicou atividadetripanocida
menor do que os derivados platina, no entanto exibiumamenor toxicidadéFARRELL,
1984; SANCHEZDELGADO; ANZELLOTTI, 2004)

Figura 3. Estrutura quimica dos complexos de ruténse trans- [RuCl,(dmso)]

cl OS(ChHy),
CH;S0,, | SOCH), (CH,0S, | . SOHC),
u “RU
(CHs)zos/cl:l ~so(CHy), CI/|U\CI
SO(Ch),
trans{RuCl,(dmso)] cis-[RuCl,(dmso)]

Os ligantes do tipo dmso sdo muitos versateis, pois sdo capazes de ceswdEmar
centro metélico tanto via atonae enxofre $dmso) quanto via &tomo de oxigén{®-@dmso),
essa dindmica em sua estrutura evidencia o carater ambidentado deste ligante, e
conseqguentemente, confere ao complexo um excelente precursor para sintese de compostos de
ruténio com diferentes ligées (SILVA; OLIVEIRA; TOMA, 1993) como mde ser
visualizado na Figura,4lém de ligantes da classe das semicarbazonas e tiosemicarbazonas
(MAHALINGAM et al., 2010)

Figura 4. Derivados de ruténio(ll) a partir do [Ru@mso)], em que L = 1,10fenantrolna
ou 2,2bipiridina; L = piridina ou 3metilpiridina; L*= 2-aminopiridina; [*= 2-
mercaptobenzotiazol

[RUCL(CO),(dmso)]

[RUCLNO(dmso}] [RuChL (dmso)]

1
NO Cco L

2
[RuCl 5(dmso),] — L = [Rudy(L 2)4]

Et,NCS; PPh
4
L P(OPh3)
3

[RU(EtNCS,),(dmso)] L

[RU(SnCIg))Z(deO)‘] SnCly(EtOH)

[RuCl,(PPHh)(dmso)]

[RUCL(L *),(dmso)] RUCH[(PhO)3PLzdmso

Y
[RuCh(L > dmso)]

Fonte:(EVANS; SPENCER; WILKINSON, 1973)
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Outra caracteristica interessante da classe dos sulféxidos de ruténio(ll) é sua
estabilida@ a oxidacdo. Essa resisténciaxddacao esta associada cametrodoacae do
metal ao ligante (RuY Sdmso) (Figura 5YRILEY, 1985; SILVA; OLIVEIRA; TOMA,

1993) O enxofre possui orbital de siligase, r i a

o qual pode receber dedocpadoaddiemetdlicet r* ni ca

Figura 5. Representacdo esquematica das ligacées de retrodoacab¥eRimso

N

p

Ru S=0

A\ g

1.2 Ditiocarbazatos e Doencale Chagas

A doenca de Chagas é umfermidade endémica qaéngemilhares de pessoas, em
especial aquelas de baixa renda que vivem em paises da América Latina. O tratamento atual
para a Doenca de Chagas é insatisfatorio e restsmggpenas a dois farmacos, como o
nifurtimox  (3-metil-4-(5-nitrofurfurilidenoamingtetrahidro-4H-1,4-tiazina1,1-di6xido) e
benzonidazol (Noenzil2-nitro-imidazoll-acetamida) (Figura 6). Porém a eficacia desses
medicamentos € apenas na fase a@D#aS et al., 2009) Diante das limitacdes e ineficacia
das terapias existentes para doenca€iggas, varios estudos tém sido desenvolvidos no

intuito de obter novos compostos que possam ajudar na modificacdo do cenario atual.

Figura 6. Estrutura quimica dos farmacos nifurtimox (a) e benzoidazol (b)

CH, NO,

oZN/QV/N\N)\ N%< C|)

K/soz |§/N\/\NH/©
@ (b)

A estruturados ditiocarbazatos (Figurg permite a obtencao de varios ligantes cuja

Fonte: (Dias et., 2009)

acao biologica pode ser modulada pela introducao de diferentes subst{iiiRad-DER et
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al., 2002) Os pesquisadores Akabar Ali e Livingstone (1974) fizeram um estudo de reviséo
com o0 comportamento quimico de complexos metdlicos coordenados a ditiocabazato
contendo nitrogénio e oxigén{dKBAR ALI; LIVINGSTONE, 1974). A partir desse estudo

houve um crescimento de pesquisas voltadas para sintese de metais de transicdo coordenado:
a bases de Schiff derivado do ditidzazato) AKBAR ALl et al., 2011; CATTABRIGA et al.,

1998; HOW et al., 2008; KHOO et al., 2014; PAVAN et al., 2010)

Figura 7. Estrutura genérica da classe dos compostos death@rato derivados de bases de
Saiff

AN

N .
N
A

S

Na literatura a classe dos ditiocarbagaem se destacado diante da agéo tripanocida

R
s

como por  exemplo, o composto -hidroxi-3-meti-5-fenil-pirazolinicel-(S-
benzilditiocarbazato), (abreviado aqui por é@d, Figura 8) mostroge mais ativo (16 =
0,6 &M) g ue medibamento atilizadbane trdtamento da doenca de Chagas
(CARNEIRO, 2014; MAIA et al., 2010)Outros compostos derivados dos ditiocarbazatos
também tém sido relatados por apresentarem acdo farmacoldgica tais como:oemsifum
bactericidas, fungicidasieseticidag CROUSE et al., 2004; TARAFDER et al., 2002)

Figura 8. Estrutura quimica do ligante derivado de ditiocarbazdtol&xi-3-metil-5-
pirazolhico-1(S-benzilditiocarbazatojtcaOH

©>(Y°”3
o
—

N—N

Os ditiocarbazatos podem existir nas duas formas tautomérica (Figura 9) tiona (C=S) e
tiol (Ci SH), seado que o grupo tiona é relativamente instavel em sua forma monomérica em
comparacao com a forma tiol e tende a formar uma ligacéo simples, se houver pelo menos um
atomo de hidrogénio proximo a ligacao dufeANAN et al., 2012; RAVOOF et al., 2007)
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Figura 9. Estrutura tautoméricado ditiocarbazato

SH S
R
1\3)\\N/N\\KR3 — Rl\s/”\N/N\\(R:S
R, H R,
Tiol Tiona

Fonte:(MANAN et al., 2012)

Estudos realizados por Zhanhadt (2011) com os ligantesridinacarboxaldeido
derivado doS-metilditiocarbazato &-benzilditiocarbazato e seus respectivos complexos de
zinco(ll) e manganés(llmostraram gqueambos apresentaram propriedades antitumorais
significativas contra linhage de celular K562 (células de leucemia) com valores ggaC
31eM e 37 &M [(ZelANGetal, ROLlgNestechse, a eficacia da atividade do
ligante foi melhorada com a complexacao aos cenétdlicos de zinco e manganés.

Os complexos de Mne Cd' coordenados com o-&etilpiridina derivado do -S
metilditiocarbazato foram estudadasvitro contra a linhagem de células de leucemia K&62
0s resultados mostram que ambos 0s compostos apmsatividade antitumoralma vez
gue exibiram valores significativos des§CCHEN et al.2011)

O composto bidentad®,Sdoador derivado do -Benzitb-N-benzoitditiocarbazato
complexado com os metais 'GWNi" e PH exibiram acdo citotéxica contra a linhagens de
células cancerigenas (leucemia mieléide). Um fato interessante dessexosrfglque nao
houve um aumento na citotoxcidade mediante a coordenacao do ligante com ions metalicos.
Entretanto o aumento da citotoxcidade tem sido observado para os complexos que contém
ligantesN,SdoadoregHOW et al., 2008)

Os fonsmetélicos Pt e Pd coordenados com as bases de Schiff triden@digS
derivado do $enzilditiocarbazato preparado a partir ddidoxiacetofenona e o-#nil-3-
butadiona mostraram atividade significativa contra cepas (Tulahuen LacZ) da forma
epimasigota doT. cruzi(MAIA et al., 201Q. Os valores de I§ dos compostos sintetizados
sobre formas tripomastigotas mostraram que neste caso, a eficiéncia do ligante foi aprimorada
pela formagédo dosomplexos platina e paladio.

Outros estudos com os ditiocarbazatos complexados com 0s metais de transi¢cdo
paladio, platina e rénio, mostram propriedades biologicas promissoras como agentes
tripanocida e antiproliferativo para doencas de @bagesultad® esses que motivaram
depdsito do pedido de patente registréelBRNANDES, 2012)
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1.3 Micelas poliméricas deplurdnico F127 com aplicacéo farmacéutica

Como ja discutido anteriormente, a classe de ditiocarbazato possui um grande
potencial farmacoldgico, porém por serem compostos organicos geralmente possuem baixa
solubilidade em meio aquoso, tornando sua acadalitai Na literatur@ncontrarsse varios
procedimentos que visam a melhora da solubilidade e biodisponibilidade de farmacos poucos
solaveis, tais como: ciclodextrinasurfactantes, nanoparticulaspelimeros (KALEPU,;
NEKKANTI, 2015; ROLIM-NETO et al., 2015)Desta forma, a expectativa na utilizacdo da
matriz polimérica de F127 poderia melhorar a solubilidade do composto derivado de
ditiocabazato aumentando consequentemente sua biodisponibilaledsal

As micelas poliméricas vém se mostrando ao longo dos anos bastante promissoras,
especialmente as micelas formadas a base de copolimeros em bloco com carater anfifilico, ou
seja, possuem unidades monoméricas com propriedade hidrofobico (apolao) omo de
propriedade hidrofilica(polar). Esses copolimeros podem amtganizarse de forma a
promover a formacdo de agregados micelares cujas caracteristicasgdigiotas séo
moduladas através daramentracdo micelar critica (CMC), paramedssenial na formacéo
de micelas(TORCHILIN, 2001)

A micelizagdo ocorre a partir da CMC do contposo qual € possivel obter um
equilibrio monémero/micela em solugcdo. Esse processo deomanizacdo é reversivel,
estavel e dependente da termodindmica do sistema. Em concentracdes baixas, os polimeros
estdo na forma de monémeros, a medida que coacéntdo polimero aumentaformacao
de micela é favoreda tornandeo mais estaveigCHO etal., 2010)

As utilizacBes de micelas poliméricas tém sido o foco de muitos estudos, bemaomo
(@) sistema de liberacao controlada de farmgée$MAD et al.,, 2014; HARADA et al.,

2011; NISHIYAMA; MATSUMURA; KATAOKA, 2016; YOKOYAMA, 2014; ZHANG;
HUANG,; LI, 2014} (b) na solubilizacdo de farmacos insolUveis em meio ag®Aa0; LI;
ZHAI, 2008; NAKSURIYA et al., 2015; OLIVEIRA et al.,, 2011)c) na estabilizacdo do
farmaco(GAUCHER et al., 2005, 2010; MOURYA et al., 2011)

Dentro & categoria de copolimeros que vem expondo bons resultados podemos
destacar o Plurbnico-E27 (Figura 10). Esse copolimero consiste em arranjo estrutural em
tribloco (ABA), formado por poli(éxido de etilend)poli(6xido de propileno) poli(oxido de
etileno) com massa molecular de 12600 g/M@ALEXANDRIDIS; HOLZWARTH,;
HATTON, 1994)
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Figura 10. Representacao da estrutura quimica do Plurénico F127
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Diante de seu caréater anfifilico o plurénico P127 é capaz de interagir com membranas
biologicas, e também de auxiliar na solubilizacdo de farmacos pouco sollveis em meio
aquoso. Outra capacidade associada do plurénico F127 é habilidade de formar géis com o
aumento da temperatura, no qual o processo de geleificagcdo acontece pela desidratacdo do
bloco hidrofébicos de 6xido de etileno cominando uma estrutura tridimensional ordenada das
micelas em que o bloco de poli(6xido de etileno) interagem en{i¢GARE; KOHANE,

2008)

Outra caracteristica importante dos copolimeros F127 éapaxidade de manter a
estabilidade do composto incorporado em sua mEGMNDRADE et al.,, 2015) England,

(1999) realizou um estudo tedrico em que simulou o comportamento do copolimero num
ambiente hidratado para prever a interag@m a proteina es resultads mostraram que o
plurbnico F127 apresenta caracteristicas benéficas tormanoo potencial candidato a
liberacéo de proteindENGLAND, 199).

Kadam et al.,(2011) investigaram a influéncia da concentracdo do F127 na
solubilidade do farmaco hidroclorotiazida. Os resultados indicaram que com o aumento da
concentracdo de plurénico, a solubilidade do farmaco aumentou significativgk&biaM
et al., 2011)Segundo Taha et a{2014), o plurénico F127 foi utilizado para solubilizagga
administracamcular da droga ciprofloxaninacs resultados mostraram que a liberacdo do
farmaco foi mais rapida em pH baixos (< 6,0) se comparado ao pH neutro (7,0). Além disso,
0s resultados vivo indicaram que o sistema micelar proporcionouaumento de 40% na

biodisponibilidade do farmaco em comparacado ao produto com@réidiA et al., 2014)
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OBJETIVOS

O principal objetivo do presente trabalho foi investigar a sintese de um novo complexo

de ruténi@ll) coordenao com oligante 3-metil-5-fenil-pirazol1-S-(benzilditiocarbazato)e

investigar a viabilidade da formacdo de um sistema micelar polimérigpdudinico F127

com est mesmo ligante de ditiocarbazato. Os objetivos especificos foram:

Vi.

Vii.

Sintetizar e caracterizarammplexoprecursode sulféxido de ruténio(ll);

Caractenzar oligantederivado delitiocarbazato;

Sintetizar e caracterizar umovo compéxo metélico de sulfoxido de ruténio(ll)
coordenado com o ligante ditiocarbazato;

Avaliar a estabilidade e a reatividade do ligaditeocarbazatoe des complexs de
ruténio(ll) em solugédo utilizando diferentes condigdes;

Investigar a irgracdo do liganteltca com o copolimero plurdénico F127 visando a
formacdo de um sistema micelar polimérico

Avaliar a influéncia dos anions sulfato, cloreto e tiocianato na formagéo do sistema
micelar polimérico;

Estudar a supresséao da fluorescéncia do ligante dtsistemna micelar polimérico

utilizando acrilamida como agente supressor.
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PARTE EXPERIMENTAL

Reagentes e solventes

Acetona, grau de pureza fi.&ynth

Acetonitrila, grau de pureza piaMerck

Acido bérico, grau de pureza pi.&igma Aldrich
Acido citrico, grau de pureza fi.&ynth

Acrilamida, grau de pureza @.&8igma Aldrich
Cloreto de ruténio(lll) hidratadio Sigma Aldrich
Cloreto de sédio, grau de purezaijpBigma Aldrich
Cloroférmio, grau de pureza @.&ynth
Diclorometano, grau de pureza pi.éSynth
Dimetilsulfoxido, grau de pureza p.e&8ynth

Etanol, grau de pureza piaVetec

Fosfato monobasico de potassio, grau de pureza$yath
Hexano, grau de pureza piaBiotec

Metanol, grau de pureza piaVetec

Plurérico F127, grau de pureza fi.&igma Aldrich
Sulfato de sédio, grau de purezaipBigma Aldrich

Tiocianato de sodio, grau de purezaipZigma Aldrich

Materiais

Cubeta de quartzo retangular caminho 6ético de 1 cm

Cubeta de quartzo retangutaimos quatros ladopolidos caminho 6tico de 1 cm
Micropipetas automéaticas @0, 100, 2-CGB€filoge 1000 ¢ L
Almofariz de agata

Termbémetro

Vidrarias em geral

Equipamentos

Agitador magnético com aquecimeritaarca Fisatom
Agitador vortex, marca Nova

Balanca analitica marca Shimadzu
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1 Manta com agitacéo e aquecimentmarca Fisatom
1 Medidor de pH, marca Nova

1 Rotaevaporadomarca Fisatom

3.4 Técnicas Instrumentais
3.4.1 Anélise Elementar

Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram deternginado analise
elementar no equipamento Elementar Analyzer CHN, modelo 2400 da Perkin Elmer. O teor
de cloro foi determinado através do método de SchonideLORES et al., 2007;
SCHONIGER, 1955)As medidas foram realizadas no Laboratdrio da Central Analitica do

Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

3.4.2 Condutividade Molar

As medidas de condutividade molar foram realizadas utilzamd condutivimetro
Digimed, modelo DM31. Utilizouse uma solucdo padréo de cloreto de sédio de condutancia
147, 4 t.ASmedidas foram realizado no Laboratério de Quimica Inorganica Sintética e
Estruturali Bioinorganica e Metalofarmacos do Institute® Quimica da Universidade de S&o

Paulo.

3.4.3 Espectrometriade Massas por bnizagdo por Eletrospray (MSESI)

Os espectros de massas dos compostos foram obtidos por um espectrémetro de massa
modelo Amazon Speed ETD BruKer na Central Analiticalo Instituto de Quimica da

Universidade de Sao Paulo.

3.4.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio foram realizados no
equipamento modelo INOVA operado a 300 MHz para o nucldudiegéno, pertencente
ao Laborat6rio da Central Analitica do-lgBP.As amostras foram dissolvidas em metanol

deuterado.

3.45 Espectroscopia Vibracional na Regido dénfravermelho

Os espectrosde absor¢édo na regiado infravermelho foram obtidos em um

espectofotdometroda Spectrum 400 da Perkin Elmer (UK), pertencente ao Laboratério de
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Fungos da Universidade Estadual de Santa Cruz. Para todas as amostras os registros foram
obtidas na regido de 4000 a 400 tmo modo de transmitancia. As amostras foram

macerads com brometo de potassio em almofariz de agata e analisadas em forma de pastilha.

3.4.6 Espectroscopia Eletrdnica de Absorgdo UWis

Os espectros eletronicos de absorgéo em solugdo forma obtidos em espectrofotdmetro
marca/modelo Nova 1600 UV, utilizandoubetas de quartzo com 1,0 cm de caminho ético,
pertencente ao Laboratorio de Pesquisa em Quimica da UESC. Os espectros de absorcéo dc
complexo Redtca no estado soélido foi registrado em um espectrofotémetreAxBiytical
Spectral Devices, modelo Fil8pec 3 spetrodiometres, equipado com fibra otica. Os
espectros foram obtidos no Laboratério de Quimica Supramolecular e Nanotecnologia do
Instituto de Quimica USP.

3.4.7 Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de emissdo e excitacdo da fluoreacdocam registrados no
espectrofluorimetro de marca Shimadzu, modelebBFL PC, utilizando cubetas de quartzo
com todos os lados polidos e 1,0 cm de caminho oOtico, pertencente ao Laboratério de
Pesquisa em Quimica da UESC.

Para os ensaios quantitativasintensidade da fluorescéncia nos espectros de emissao
do ligante dtca foi corrigida pela equacéao (1) devido ao efeito de sobreposicdo do espectro de
reabsor¢cdo da fluorescénglBAKOWICZ, 2006; SANTOS; SANCHES; DE OLIVEIRA
SILVA, 2015) essa correcao fez necessaria, pois revela a real intensidade de fluorescéncia do

fluoréforo no meio. Esse fendmeno é conhecido como efeito de filtro.

"O O wpTr QwRA—— Equacao (1)

ondeF¢or € Fops COrrespondem respectivamente as intensidades de fluorescéncia corrigida e
observada. &, e Acx S80 as absorbancias da solucdo nos comprimento de onda de excitacao e
de emissagLAKOWICZ, 2006; SANTOS; SANCHES; DE OLIVEIRA SILVA, 2015)
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3.5 Metodologia e Métodos
3.5.1 Sintese do Ligante Derivado de Ditiocarbazato

O ligante 3-metil-5-fenil-pirazot1-S-benzilditiocarbazato (dtcajjoi sintetizado no
Instituo de Quimica de Séo Carlos da Universidade de Sédo Paulo dudmitoramento do
Prof. André Gustavo de Araujo Fernandes. Resumidamente, a sintese deste composio ocorre
em trés etapas: sendo a primeira para preparar a hidrazinacarboditioato de potassio que é um
0leo amarelo. Na segunda etapaddicionado quantidades equimolares aeetb de benzila
e a reacdo permanecem agitacdo até obter o hidrazinacarboditioato de benzila, um sélido
branco; na ultima etapa, o &ld foi adicionando &@enzoilacetona em metanol e uma gota de
acido cloridrico concentrado, sendo mantida a reacasefioxo por 2 horas até obter o

sélido amarelo. O esquema 1 exemplifica a obtencao deste ligante.

Esquemal. Sintese do ligante-Bietil-5-fenil-pirazol1-(S-ditiocarbazatojdtca)

HoN
Agita-«o \NH
H,NNH,. H,0 + KOH + C§ ——————>
e I
& sk

hidrazi nacarbodthN'oato d

H,N
NNH . cl A
%I\ MeOH IS S
SK

S .
Agi t a%C«o, 5 s-lido

CH
HoN Q\(Y 3

\ N—N

NH (o] o Refluxo S¢<
+ —»
S;( s-lido
S

MeOH, 5°C S
CHs HCI

(dtca)
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3.5.2 Sintese dacomplexo precursor [RuCh(dmso)]

O complexo precursdticloridotetrajuigdimetilsulféxido)ruténio(ll), [RuCGi(dmso})],
abreviado por Ruaimso,foi sintetizado no Instituto de Quimica de S&o Paulo, utilizando
procedimento ja descrito na literedu(EVANS,193). Foi adicionadd.,0 g de RuGInH,O
em 5 mL de dimetilsulfoxido. A solucao ficou sob refluxo por 8 minutos. Apés este periodo,

o volume da mistura foi reduzido a metade cauxilio de um roteevaporador. Aesta

solucéo foi adicionada 20,0 mL de acetana solucdo foi mantida sob refrigeracdo até
ocorrer a precipitacdo de um igd coloracéo verde clar® solido foi isolado por filtracdo a

vacuo e lavado com acetona e éter etilico e seco em dessecador com pentoxido de fésforo. O
rendimento foi de 58%0 esquema 2 exemplifica a obtencdo deste complexo precursor.

Esquema2. Sintese do complexxs-dicloridotetraquis(dimetilsulféxido)ruténio(ll)

o)
H3C\H CHg
Hoe g~ Ha
0:5,,“,| .‘\\\S\jo
DMSO H3C/ /Ru\ CHj
RuCl,.nH,0 —_— o | cl
Refluxo, 8 min ﬁ
S
HaC™ “CH,

3.5.3 Sintese do complexo [RuG(dmso)(dtca)]

A sintese do complexocis-dicloridotris(dimetilsulféxido)mono(dtca)ruténio(ll),
abreviado por Rultca é inédita, e por isso, alguns ensaios explanatério foram realizados. O
procedimento que obteve o melhor resultado esta descrito a seguir: em um bat@obdea
foi adicionado 0,5 mmol (0,245 g) do precursor dissolvido em 5 mL de etanol, sob agitacéo e
aqueciment@ 80 °C Em seguida, a esta solucao foi adicionada 0,5 mmol (0,162 g) do ligante
dtca previamente dissolvido em 5 mL de etanol. Logo apo6s acadig ligante observese
uma dteracao dacoloracdo esverdeada do complexo precupsoa O violeta a qual tornou
mais intensa com passar do tempo. A mistura ficou em refluxo por 20 minutos e logo apés o
volume da solucgéo foi reduzido aproximadamerbanlL com auxilio de um rotaevaporador.
Finalmente, a solucéo restante foi transferida para um béquer o qual ficou a temperatura
ambiente até a completa evaporagéo do solvente por aproximadamentiéasnsolido de
coloracéo roxabtido foi retirado do équer e seco em dessecador com pentoxido de fosforo

sob vacuoO rendimento foi de 64%. O esquema 3 exemplifica a obtencdo deste complexo.
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Esquema3. Sintese do complexo dicloriodotris(dimetilsulféxido)mono(dtca)ruténio(ll)

o
HaC|| cH Q
Lo O el o
HyC cH NI
< ‘s S @ D HaC, s~ s

O:S// " o— ‘ O
7" RUY CH S)\ €0 —=S.... u“‘%
H5C 3 + s Ru CH
3 CI/‘ \CI s ® H3C /I \ 3
(‘)‘ etanol, refluxo ol Cl
% AN s
S
HsC™ “cHy — \\<5

3.5.4. Estudos em Solucao do Ligante e dos Complexos Sintetizados

3.5.4.1. Estabilidade do Ligante dtca em Meio Aquoso

A estabilidade do ligante dtca em tampéo becdirato-fosfato (PBC) foi investigada
por Espectroscopikletronica U\VVis e também por Espectroscopia de Fluorescéncia. Uma
solucdo estoque do ligante dtca (1,0%X¥fol.L™") foi preparada em etanol e em seguida
diluida a concentracéo final 1,0x1énol.L™ utilizando o tampdo PBC (5 mmol‘).em trés
valores @ pH (3,0; 7,4; 10,0). Os espectros eletrbnicos de absorbéancia e de emissdo de
fl uor e see 2 220inm) fofam registrados em temperatura ambiente em funcédo do

tempo (até 270 min).

3.5.42. Reacao de substituicade Liganteno Complexo [RuCGldmso))]

A reacdo de aquacdo do complexo precursordiRso foi investigada por
Espectroscopia Eletronica. Prepassiuma solucdo do Rimso (1,5x18 mol.L™Y) em agua
destilada. Em seguida uma aliquota desta solugéo foi transferida para uma cubeta de quartzo
de 1l cm de caminho 6tico e o espectro eletronico foi registrado em temperatura ambiente em

funcao do tempo (até 270 min).

3.5.4.3. Cinética da Reacédo de Formacédo do Complexo [Ru@hso}(dtca)]

Para entender o comportamento cirgéétda reacao entre o cpiexo preursor e
ligante dtca, preparese solu¢des equimolares (1,0X180l.L™") desses dois reagentes em
etanol. Em seguida, adicionse 5 mL de cada solu¢cdo em tudo Falcon e deixou a solucéo
incubando em banhmaria (80 °C). Aliquotas foram retiraoe espectros eletrénicos foram
registrados com intervalos de 5 min (para os primeiros 30 min) e com intervalos (10 min) para

os demais.
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3.5.4.4.Estequiometria da Reacao de Formacao do Complexo [R(dDhso)}(dtca)]

Para verificar a estequiometria da @a@ntre o complexo precursor e o ligante dtca
foi utilizado o método da variacao continua, conhecida também domb 6 s(RERINYoet
al., 2013) Resumidamente, preparsa solu¢cdegquimolares (1,0xIdmol.L™") desses dois
reagentsem etanol. Em seguida, aliquotas de cada solucdo (vide Tabela 1) foram transferidas
para tubos Falcon os quais ficaram em bamloda por aproximadamente 30 minutos. Na

sequéncia registrese o espectreletrénico de cada solucao.

Tabelal. Volumes utilizados noensaiodeo b 6 s P o't

Ensaios Aliquotas adicionada (mL) Fracao molar
[RuCh(dmso)] dtca VR (Vdtca + VRu)*

0 0 3 0

1 1 7 0,125
2 2 6 0,25
3 2,5 55 0,313
4 4 4 0,50
5 4,5 3,5 0,563
6 5 3 0,625
7 55 2,5 0,688
8 6 2 0,75
9 7 1 0,875
10 3 0 1

*V gy = volume do [RuChk(dmso)]; V gca = Volume do ligante

3.5.5. Estudos da Interacdo do Ligante dtca com o Plurdnico F127

3.5.5.1. Estudo®reliminares

Os estudos preliminares da interacéo do ligante dtca com o copotilinénaicoF127
foi realizado utilizando a técnica de Espectroscopia Eletrénica de Absorcdo. Solucdes
estoques do plurénico F1270¢e mo 1) e Ho ligante (1,6mol.L™") foram preparadas em
tamp&do PBC (8mol.L™*, pH 7,4) em etanol, respectivamente. Titulagcdes e diluicdes foram
realizadas diretamente em uma cubeta de quartzo de forma a obter diferentes concentracdes
finais de plurdnico (600 6 0 0  £)mmma$ mantendse fixa a concentracédo do dtca (20
emol.L'Y) e o teor % (v/v) de etanol em 2,0 %. Na sequéncia, a solucéo foi cuidadosamente

agitada e o espectro eletronico foi registrado em temperatura ambiente.
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3.5.5.2. Determinagéo da Concentracéo Micelar Critica

A concentrag@o micelar critica (CMC) do plurénico F127 na presenca do ligante dtca
foi determinada utilizando a técnica de Espectroscopia de Fluorescéncia. Solucdes estoques
do plurtnico F%edoligadeddca (1,6nmbL™) .foram preparadas em
t amp«o B.CY gH57,4)eem etanol, respectivamente. Titulacdes e diluicdes foram
realizadas diretamente em uma cubeta de quartzo de forma a obter diferentes concentragdes
finais de plurdnico (600 6 0 0  £)mmma$ mantendse fixa a concentracddo dtca (20
emol.L'Y) e o teor % (v/v) de etanol em 2,0 %. Na sequéncia, a solucéo foi cuidadosamente
agitada e o0 esg=20m foidegistradmenstemperatu(aaambiente. Um
gr 8fi co da §,B6bam)em tufciocdo kgarftree nedl da concentracdo do
P127 foi construido e a CMC foi estimada a partir da interseccao das duas retas que melhor se
ajustaram aos pont¢B1??EIRO; NOVO; ALSOUFI, 2015)

3.5.5.3. Ensaios de Titulagcéo

Solugdes estoqueto plurdnicoF 1 2 7 ( 3 0 B)Goram preparadas em tampao
PBC (5 ‘epmaH), dontendo @do cloreto de sodi(300 mmol.[*), e a solugé
estoque do | mal.a"foierepdrada em dtahol. Titulacdes e diluicdes foram
realizadas diretamente em uma cubeta de quartzo de forma a se obter diferentes concentragdes
finais de plurénico (5002 5 0 0  £Ynmms$ mahtendse fixa a concentracdo do dtca (20
e mo 1) .e b teor % (v/v) de etanol em 2,0 %. Na sequéncia, a solucdo foi cuidadosamente

agitada e 0 e sep=e220tnm)doi rdgestradoneim tempemturd amnbiente.

3.5.5.4. Influéncia do#Anions da Série de Hofmeister

A influéncia dos sais N80, NaSCN e NaCl na interacdo do dtca com plurénico
F127 foi investigada por Espectroscopia de Fluorescéncia. Solucbes estoque do plurénico
F127 ( 300)@& dossaisINSQ, (2,0 mol.L* ), NaSQN (2,0 mol.L.Y) e NaCl (2,0
mol.L'Y) foram preparadas e'npHt74)mpadcucidBBque(dd & me
| i gant molL(Y)1fgi Preparada em etanol. Titulacdes e diluicdes foram realizadas
diretamente em uma cubeta de quartzo de forma a sedifietentesconcentragcdes dos (100
i1000 &Ymmdsmantendee fixa a concentrhedoori2do dt
(1500 ™ molteorL% (v/v) de etanol em 2,0 %.. Na sequéncia, a solucdo foi
cuidadosamente agi t adse 220 nm) foeregsteadotem tempedraturae mi S

ambiente.
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3.5.5.5. Supresséao da Fluorescéncia com Acrilamida

A supressao da fluorescéncia do ligante dtca na presenga do plurénico F127 foi

investigada utilizando o agente supressor acrilamida. Solu¢cdes estoqpiesédaco F127

( 3000 ™3 endmlacrilamida (6,0 e 300 mmot)Lforam preparadas em tampéo PBC (5
e mo 1, .pH 7,4), ambas contendo @&o cloreto de sédio (300 mmot), e a solucéo
estoque do ligante dtca (1,0 mmat)Lfoi preparada em etanol. Tiagdes e diluicdes foram
realizadas diretamente em uma cubeta de quartzo de forma a se obter diferenteschasentr
finais de acrilamida(®1 000 ¢ L) , rsa fixa antancenteacid do dica €0nd.1
Ydo F127 ( 2Heemacl 8ot minoll) e o teor % (v/v) de etanol em 2,0 %. Na
sequ°®°nci a, a solu-«o foi cui dadg=s220mempfoie

registrado em temperatura ambiente.

ag.i
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e Caracterizacdo do Ligante e dos Complexass Ruténio

Como mencionado anteriormente, o compleis[RuCl(dmso)] (vide Figura 3) &
um precursor muito versétil e um importante material de partida para sintese de complexos de
Ru(ll), uma vez que os ligantes dmso coorderaanion metalico possuenaracteristicas
peculiares. O ligant®©-dmso (doadefl) é labil, assim como &dmso (recepter), que
encontrase trans posicionado ao ligante cloret@oador’ ), uma vez que promove uma
competi-«o0o pelos el ® rons ' -ecomoliom metdic® n a
(SILVA; TOMA, 1993; SILVA, 1990) Essa labilidade dos ligantes no complexedriso
pode proporcionar reacdo de substituigédiganes, além disso, salseque o ruténio(ll) tem
caradter mole e tende a coordesar com basede Lewis mole, justificandoassim a
labilidade doO-dmsoque é consided®d uma base dura.

O ligante dtca (Esquema)4possui em sua estrutura, atomosidddor eS-doador e
portanto pode atuar como ligante ambidentado ou até mesmo bidentado em uma reacdo de
troca de liganteNa literatura as rotas sintéticas e elucidagdo estrutural do dtca e outros
derivados anélogos enconsa bem descrita, na qual o compost@@eé! sofre desidratacdo
em meio acido e forma o dtca (vide Esquem@E SOURA et al., 2011)

Esquemad. Rota sintética debtencédo dos ligantes iitarbazatgdtcaOH e dtca

&( + 2 H,0

Fonte: (DE SOUSA et al., 2011)
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4.1.1 Andlise Elementar e Condutividade Molar

Para determinaa férmula empirica dos complexos sintetizadamrfo avaliados os
teoresde carbono, hidrogénio, nitrogénio e cloro, cujos resultados estdo apresentados na
Tabela 2. Os valores experimentais obtidos sdo consistentes com oss &dricos
correspondentesom as formulas estruturais propostas. No caso do complexdicRuos
valores obtidos sugerem a substituicdo de uma moléculadiaso por uma molécula do

ligante dtca.

Tabela 2. Dados dos valores da anélise elementar dos congdexaiténio(ll)

Complexos Metélicos [RuCl,(dmso)] - (Ru-dmso) [RuCl,(dmso)(dtca)] - (Ru-dtca)

Formula Empirica RuCbLCgH24S,04 RUChCy4H34S503N2
Massa Molecular 484.,5 g/mol 730,8 g/mol

Teor Calculado Experim. Calculado Experim.
%C 19,8 20,0 39,4 38,9
%H 4,99 4,98 4,89 4,90
%N -- -- 3,98 3,9
%Cl -- -- 9,7 9,8

O baixo valor de condutividademo | ar ( 3)0 obtiglaSem cmatanql para o
complexo Redtca indica que ele € um nao eletrdlito, uma vez que este valor erg®ntra
abaixo da faixa aceita (8015 ¢ S . cpara metanol) para complexos metalicos que sdo
classificados como eletrdlitos do tipo YGEARY, 1971) Deste modo, o resultado suger
que complexo Rwtca € um composto neat e que os dois ligantes clorgtaestao

coordenados a esfarderna do metal.

4.1.2 Espectrometrias de Massa por lonizacao por Eletrospray NMIS-ESI)

A espectrometria de massas por ionizagdo por sfgBgé uma técnica analitica
muito Util na caracterizacao de substancias e estd sendo cada vez mais usada para o estudo d
biomoléculas e complexos metalidpsC OL T ON; DOAGOSTI NO; TRAEGE!
VAN DEN HEUVEL, 2004; LOO, 2000)
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Na Figura 11 é apresentado o espectro de massa/carga do ligante dtca cuja massa
molecubr tedrica de 34,5 g/mol corresponde ao pico da molécula protoeats/z 325,07
[dtca + H].

Figura 11. Espectro de ESI/MS no modo positivo [M+Hljo ligante dtca em metanol
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No esquema 5 é mimada duas possiveis fragmentacdescomposto dtca que sao

coerentes com 0s picos observados no espectro de massa da Figura 11.

Esquemab. Propostas de etapde fragmentacédo do ligante dtca
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37

Na Figura 12 esta apresentadespectro de massa/carga obtido por-HESI para o
complexo Redtca. Normalmente, os espectros de massas de compostos contendo atomo de
ruténio sdo bastantes peculiares devido ao elevado nideeisbtopos que este elemento
possui, justificando assim o espectro apre
imagem que ndo ha o aparecimento do pico referente ao ion molecular correspondente a
estrutura [RuG(dmso}(dtca)] em m/z 730,8. Istprovavelmente, porque conforme descrito
anteriormente, o complexo € um nao eletrolito e a analise foi realizada em modo positivo, e
portanto, detecta apenas espécies carregadas positivamente. No entanto, no momento em que
ocorre 0 processo de ionizacdo ataostra 0 composto pode sofrer algumas fragmentacdes
durante este processo e espécies neutras podem ser ionizadas por processos eletroliticos en
fase liquida e na formacéo de agregados i6nicos durante o processo de eldivii3prakS
et al., 2003; TUREL et al., 2010)

Uma vez que, o complexo Rlica foi solubilizado em metanol a protonoacdo do
complexo pode ser realizada seguidanca perda de um ligante cloretajo pico m/z 697

pode ser atribuido a estrutura carregada positivamente [RuCluitsa)j .

Figura 12. Espectrade massa ESI/MS no modo positivo [M+Hp complexo
[RuCly(dmso}(N-dtca)]

Intel‘lsé 12164-Ro_dtca.d: +MS, 3.8-5.8min #3014
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4.1.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

A técnica de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio foi utilizada com o
proposito de auxiliar na elucidacdo da estrutlva compostos. Aartir dos resultados de

RMN *H do ligante dtca (Figura 13) pode confirmar que 0 composto mantém sua estrutura
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ciclica em solucamnetandlica,devido a preseya do sinal referente addrogénio em 6,39
ppm do anel pirazolinico (FERREIR2015).

Os picos com deslocamento quimico em 3,31 e 4,87 ppm correspondem aos
hidrogénios residuais do solvente (metanol), sendo o primeiro referente aos higrdgénio
metila ¢CHs) e 0 segundo ao hidrogénio da hidrox#aHKl). O deslocamento quimico faos
hidrogénios da metila sdo observados em 2,30 ppm (s, (BHKinhal referente ao hidrogénio
ligado ao carbonosp? do anel pirazolinicoé observado em 6,39 ppm (s, 1H), esse
deslocamento quimico € consequéncia da densidade eletronica gerada pelgdairdela
elétrons’, pr oveni enicajugddn. Iswipopgorioma uma maior desblindagem
fazendo com que este sinta 0 campo magnético e ressoe em frequéncias de campo mais baixc
(PAVIA et al., 2009) O sinal em 4,39 ppm (s, 2H) referente aos dois hidrogénio ligados ao
carbono sp sdo magneticamém equivalentesOs sinais dos hidrogénios aromaticos sdo
observados em um multipleto entre 74%,20 ppm (m, 10HXCARNEIRO, 2014; DE
SOUSA et al., 2011; MAIA et al., 2010b)

Figura 13. Espectro de RMNH do dtca(300 MHZ, CQ:OD)
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f1 (ppm)

A coordenagdo do ruténio com ligante dica teve como consequéncia alguns
deslocamentos quimicos dos hidrogénios. Na Figura 14 é apresentado o espectro’te RMN

obtido em solugcéo de metanol deuterpdm 0 complexo Rdtca.
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Uma observacédo importante que auxilia na compreensé&agio de densidade
eletrGnica do ligante dtgaara o metal ruténio pode ser avdsiapor meio do efeito indutivo
do grupo metila, ou seja, coordenacao via atomo de nitrogénio promove um deslocamento
da nuvem eletrénica do atomo de nitrogénio em direcdo ao ruténio, fazendo com que a metila
tornase mais desblindagem apresentando uma variagao de 0,16 ppm, quando comparados ao
deslocamento quiico dos hidrogénios metilicos no dtca livre (FERNANDES, 2012).

O simpleto observado em 2,66 ppm refeeeaos hidrogénios dmgante dmso livre.
Os hidrogénios dos grupos metilas dos ligantes dmso coordenado ao ion metalico via atomo
de enxofre(Sdmso) aparecem como um simpleto na regé&o 3,61, 3,44e 336 ppm
(BRATSOS; ALESSIO, 2010)0 sinal referente ao hidrogénio ligado ao carbofaemnel
pirazolinico também foi deslocado com a coordemagd complexo aparece mais

desblindado na regido de 6,78 ppm e no ligante esse sinal € observado em 6,39 ppm.

Figura 14. Espectro de RMNH em MeOD do complexo [Rugbmso)(dtca)]
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4.1.4 Espectroscopia Vibracional no Infravermelho

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho & uma das principais técnicas
para elucidar os grupos funcionais de compostos organicos e o mamwmrdenacdo do
ligante ao metal. Nas Figuras 15, 16 e 17 sdo apresentados os espectros vibracionais FTIR do
ligante e dos dois complexos sintetizados, e a atribudg® principais bandas estao
apresentadas na Tabela 3.

As bandas caracteristicas de vikrar; -8{)(aparecem na regido de 3500 a 3300 cm
e do est i-OH ene I225cch (GRAMINHA, 2010). No espectro vibracional do
ligante dtca (Figura 15) é possivel observar uma pequena banda na regido de 3886 cm
corresponde a contaminacdo com @gWNo entanto a auséncia de bandas intensas
caracteisticas de hidroxila, evidéncique este grupamento de fato ndo esta presente na
estrutura do anel pirazolinico do dtca. Além disso, ndo foi encontrada nenhuma banda intensa
naregido de 360 a 260 cm’(ALI et al., 2005; CROUSE et al., 2004; ISLAM et al., 2Q15)

caracter2sti co-HY confiremandd que oseatomas des r(itldgénio ateel
pirazolinico estadesprotonados.

Figura 15. Espectro de FTIR do ligante dtca em KBr na proporcao (1:100 m/m)
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O tautomerismo presente na classe dos ditiocarbazato é observado no espectro FTIR
do ligante dtca, uma banda intensa em 1085' que pode ser atribuida aotiemmento
3 ( C=S) ide queacfanbaitawitomeérica a tiona. Na literatura tal banda € encontrada
em 1050 crit (ISLAM et al., 2015; TAKJOO; CENTORE, 201,3nquanto o grupamento tiol
3 (-H9 aparece na regido de 25@Y00 cn(CROUSE et al., 2004; ISLAM et al., 201%)s



41

bandas Il Nt ensas referentes a o-N), entonttayse Vvi b
respectivamente, em 1574 e 1031 'cissas bandas sdo sensiveis a coag®, uma vez

gue o deslocamento de suas frequéncias para menores sdeeomda comprovaria a
coordenacdo via atomo de nitrogénio do anel pirazol{TiBRAFDER et al., 2001)

Para o complexorpcursor [RuCh(dmso})], (Figura 1§ as bandas que aparecem na
regido de 3020 a 2920 &rc orr espondem a modos Vvibracio
referente aogrupos metilas. A regido de 1435 a 1290's#o0 caracteristicos de vibracéo de
def orma-«o angul ar sim®tri ca e3)]doihigantesdsnsom®t r
(SILVA, 1990) A banda referente ao estiramento 3
geralmente aparece proximo a 1040'cio entanto, quando o ligante é coordenado ao
centro metélico esta banda normalmenteesofn desdobramen{8ILVA, 1990), no qual foi
observado pelos estudos realizados por WilKson, em 1973, com o metal ruténio, een 1120
1090 cnt* para a coordenacéo via atomo de enxofre e em 9T5pama a coordenacdo via
oxigénio (EVANS; SPENCER; WILKINSON, 1973)No complexo pecursor sintetizado as

bandas aparecem em 1114, 1096 e 922, respectivamente.

Figura 16. Espectro FTIR do complexo precursor [Ry{@inso)4]
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Outras bandas que aparecem em 716 e 677referente aos modosbracionais de
estiramento ands i m®t r i co & CS CnEREL)isdoofundamentais para sua
caracterizagao visto que essas bandas quando deslocadas evidencia que ocorreu a coordenaca

ao metal pelo 4&tomo de enxofre ou oxigénio, uma vez que ardifeee no V' astdor e



42

relacionado com a mudanca na geometria da molécula referente ao comprimento das ligacdes
carbona’ enxofre(SILVA, 1990).

Por fi m, as bandas para as | 109 a-e»8p( Ruef
encontrarmse em 480 e 425 respectivamefE®¥ ANS; SPENCR; WILKINSON, 1973) Os
modos vibracionais da ligacao Rl ndo sédo observadas no especatma vez que surgem na
regido de baixa energia.

No espectro FTIR do complexo Ritca (Figura 17), obsense deslocamentos e
auséncia de algumas bandas que agtavos reagentes de partida. Conforme jA mencionado,
o complexo Redmso apresenta um sitio labil em que o ruténio encseti@ordenado pelo
atomo de oxigénio (€@mso), o que proporciona reacdes de substituicdo. Nesta situagdo o
cation RG", por ser um ddo mole tende a ligase com base mole, e como & ®uma base
dura sua labilidade é favoreci@@ILVA, 1990)

A auséncia da bandgdribuido ao estiramento daligacid SO) , coordenado
de oxigénioem 922 crit é indicio que houve a substituicdo da moléculdn@o e que o
ligante coordenoge ao centro metalice também n&o foi observado a banda referente a
ligacdo RuO atrituida anteriormente em 480 ¢no que evidéncia que os trés ligantes dmso
encontrase coordenado via a&tomo de enxofre (1114 e 1098.cm

Figura 17. Espectro FTIR do comple®uCh(dmso}(dtca)] em KBr na proporc¢éao (1:100
m/m)
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Além disso, o ligante dtca pode coordenar ao metal de duas maneiras: ambidentado
(via S ou N) ou bidentado (S e N). Uma maneira de confirmar este modo de coordenagéo é
monitorar o deslocamento das bandas atribuidas ao C=N.ablm do ligante dtca, o

estiramento 3(C=N) f "o énquanto geerpara @l ampéexo-Rdas 7 4 c
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essa mesma banda estéa localizada em 1495Este grande deslocamento da banda pode ser
justificado devido a coordenacdo do mdigdnte viaN-dtca. Esta alteracdo € coerente visto
que o deslocamento para frequéncias mais baixas pode ser atribuida a uma reducao da ordem
de |l iga-«0 do grupo C=N, como resultado da
anel pirazolinico e enfraguecendo o siste -conjugado, com a formacéo da ligacdo metal
ligante(CROUSE et al., 2004As bandas caracteristicas do anel pirazolinico ndo foi possivel
atribuir uma vez que elas coincidem com as bandas do ligante dmso que também estdo
presente no compte (SILVA, 1990)

Assim réo foi observada a banda em 922'cratribuido ao estiramento da ligacdo
3(S0O), coordenado via 8tomo de oxig°nio e
ligacdo RuO atribuida anteriormente em 480°tno que evidéncia que os trés ligantes dmso

encontrase coordenado via &tomo de enxofre (1114 e 1098.cm
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Tabela 3. Atribuicdo das principais frequénciaibracionais (crit) observadas nos espectros
FTIR dos reagentes

Atribuicbes [RuCl,(dmso)] (Ref.) dtca (Ref.) [RuCly(dmso)(dtca)]
3(C=1 1574 m  1578°%; 1495 (f)
- - - — 16289® —-
16179;

— — — — 15969 —

3 ( NNC 1405m  1375° 1406 (m)

3 ( GH -- 1454 f 1441 1454 mf

3 $0) 1114F 1100%;
1096F 1120
1085%;
109d”

3 (C=¢ 1085 1069%:; 1086F
- - - - 10349 -
1275, 85%)

3 (-N) 1031 mf  1024% 1036 F
10479;
1050
1065";

3(CS! - 984 969 993 m

3 (O% 922 mF 935%,915" - ausente

sas(C 716mF 722% 708”716 mF 720 m
3s(CS 677mF 680%, 670” 696 mF 697 mF

3 ( FO) 480 f 485%; 479° ausente

3 (S 426 F 430%

F= forte; f = fraca; m = média; mf = média fraca; mF = média forte;

() (SILVA, 1990}, (b) (EVANS; SPENCIR; WILKINSON, 1973) (c) (DE SOUSA et al., 2011)d)
(GRAMINHA; SP, 2010) (e) (CARNEIRO, 2014) (f) (ALI et al., 2005) (g) (ISLAM et al., 2015)

(h) (CROUSE et al., 2004)
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4.1.5 EspectroscopiaEletronica de Absor¢ao U\AVis

A espectroscopia eletrbnica consiste na observacdo da absorcdo da radiacéo
eletromagnética nas regides do visivel (Vis) e do ultravioleta (UV). A energia envolvida
provoca transi¢cdes eletronicas entre os orbitais HOMO (orbital molecular ocupado de mais
alta energia) e LUMO (orbital molecular desocupado mais baixa energia) (SRR&/E
ATKINS 2008). Na Figura 18 estéo apresentados os espectros eletronicos obtidos de solugbes

do ligante dtcam diferentes solventes.

As bases de SchiffR,C=N-R) também conhecidas simplesmente como grupamento

azometinaapresentanbandas de absorcao intensas na regido de/idvVPor exemplo, os

estudos feitos por Offiong et al. (2000) e
grupo (C=N) aparecem em torno em 41@25 nm(OFFIONG et al., 2000)Enquanto no
trabal ho de AdlI i et al . (2013) a mesma tra

nm(ADLletal.,,2013) Por fim, as transi-»es do tipo
300- 390 nm(ALlI et al., 2005; CROUSE et aR004; TAKJOO; CENTORE, 2013)

Figura 18. Espectro eletrénico de absorcéo na regido dwiklpara o ligante dtca eetanol,
hexano e acetonitrila

diluido: ~ 3x1G° M —— EtOH
concec: ~3x18M Hexano
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Como pode ser observada na Figura 18 a banda de sraogia em 300 nm sao
atribu2das as transi-»es Y * do grupo (
como um ombro em 330 nm devido a grande intensidade da banda em @80 em

al., 2005; CROUSE et al., 2004; ISLAM et al., 20148)banda que arece em 235

nm, um pouco melhor definida quando dissolvida em acetonitrila € atriblgdioEo
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anéis aromatice. Observase também uma larga banda na regido do visivel que
provavelmente corresponde a transferéncia de carga (TC). Sabemos que as bandas TC
costumam apresentar desl ocamentos de &
solvatocrdomicos, 0 que pode s#servado nos espectros apresentados na Figura 18.

Na tabela 4 sdapresentadass atribuicdes das transicdes eletronicas dtca.

Tabela 4. Atribuices das transicdes eletronicas do ligante dtoaetand?, hexand’ e
acetonitrie®

o ( r Transicoes Atribuicao U (“Teontl) Ref.

235 i Anel aromatico 2000 (PAVIA et al., 2009)

300 i C=N 60000 (ALl et al., 2005;

) CROUSE et al., 2004)
330 ni’ Ombro 2062
(ditiocarbazato) (ISLAM et al., 2014)

419% 277

444" Transferéncia de carg 208 (PAVIA et al., 2009)
448° 1289

No caso dos compostos de coordenacao, o caampento dos metais e ligantes séo
considerados doadores e receptores de elétrons owerg® Esse comportamento s&o
refletidos em seus espectros eletrbnicos no qual, pamEarrer no campo do ligante,
transferéncia de carga liganteetal, transferéncia de carga mdigante e as trangbes
interna dos ligantes (TOMA, 2013).

Para ocomplexo precursor Rdmso em solu¢cdo aquosa e dimetilsulfoxido s&o
observados duas bandas pouco intensa na regi&o do visivel, uma em X1 3806 (nol.L
tem?) e 362 nm = 576 mol.L .cm?) que s&o cacteristica de transicesd (SILVA,
1990) como pode ser visto na Figura 19.

Em solucdo aquosa as bandas aparecem deslocadas negiao de menor energia
guando comparadas as bandas do complexo dissolvido em dmso. Esse deslocamento é
consequéncia da substituicdo do ligadtdmso pela molécula de agua. Esse comportamento
ja foi relatado na literatura uma vez, que 0 percussor tensua estrutura um sitiabil,
favorecendo a substituic@ia molécula d&-dmso pela molécula de ag(BRINDELL et al.,
2007) A banda em 227 nm corresponde as transi¢fes interna do ligante neste cas
dimetilsulféxido(SILVA, 1990).
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Figura 19. Espectro delasorcéo na regido do bWis para o complexo [iRCl(dmso)] em
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Na Figura 20 s&o mostrados os espectros eletronicos do complexo sintetizdtda Ru

e seus respectivos reagentes de partida. E possivel verificar que ao substituir ®{iyaste

do complexo Rudmso pelo ligante dtca, ocorre a fogéa de uma nova banda em 505 nm,

que corresponde a transferéncia de carga #igdaite. A evidéncia da natureza dessa

transicdo TCML é que esta ndo € observada nos espectros eletronicos dosseageartida
obtido em etanol.

Figura 20 Espectro de absor¢do na regido do-Wi¥/para os complexos [Rudmso)4],

1,0

[RuCly(dmso}(dtca)] e o ligante dtca
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o
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Rudmso

Rudtca

em etanol

Foi registrado também, o espectro eletrémo estado sélido do complexo Rica

800

(Figura 21), o qual sdo observadduas bandas em aproximadamente em 310 nm e 540 nm,

que

podem

ser atribu2das S

transi -

» e S

V ’



48

transicdo de carga metfaante (TCML) noRu-dtca,respectivamentelransicdes de campo
cristalino séo proibidas por Laporte e possuem baixos valores de absortividade molar, desta
forma, favorece a ocorréncia de transferéncia de carga-ligatate, principalmente na
presenca de ligantes aceitee®’ ( TOMA, 2013) . Como embd®k ser

nmreferente a transicéeisd do meal ruténio est@&ncobertas pelas TCML.

Figura 21. Espectro eletrénico do complexo [Ru@mso)}(dtca)] solido disperso em BagO

0.5 T T T T T T T T

— Ru-dtca (sélido)
0,4 4 -

0,3 1 .

0,2 -
310

Absorbancia

540
0,1+ .

0,0

L — T T 1
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
I (nm)

4.1.6 Espectroscopia de Fluorescéncia

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia € um método ideal para fornecer
informacB8es de mudancas conformacionais e interacdes de moléculas de interesse bioldgico.
No fenébmeno déluorescéncia ocorre a emissao de fétons no processo de relaxagdo entre os
estados & S (estado excitadd estado eletronico fundamental). Para que ocorra a
fluorescéncia a molécula precisa estar em meio que favoreca a desativacao radiativa dos
estados & S (LAKOWICZ, 2006). A técnica de fluorescéncia € muito empregada para
estudar equilibrios quimicos e cinéticos, além de ser possivel estudar reacfes em
concentragdes baixas em decorréncia da alta sensibilidade da t§8#&@OG; WEST,

2005)

Com a finalidade denvestigar a fluorescéncia do ligante dtca, prepaswma

solugao estoque em etanol (1%1801.L™) e a partir desta a solugéo de trabalho foi preparada

com diluicdo em &gua para concentracdo final deirifl.L’e o0 espect rqoc de e
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220 nm)e e X C i ¢h=a8360«¢m) fafae registrados imediatamente (Figura 22). No espectro
de emissao pode ser observada uma banda intensa na regido de 360 nm.

Figura 22. Espectrog=d2g26emnm} « g,= &8 mm) & lmante dtca( o

em agua
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4.2 Estudosem Solucédo do Ligante e dos Complexos Sintetizados

4.2.1 Estabilidade do Ligante dtca em Meio Aquoso

Com a finalidade de verificar a estabilidade do ligante dtca Clrid).L-1) em meio
aquoso(tampédo PBC em diferentes valores de pH), seus espectros eletronicos (Figura 23)
foram registradeem funcéo do tempo. Obsersae que a banda atri bu?2
do grupamento azometin&€=N) sofreu um pequeno deslocamento para maiores energias
quando utilizou diferentes valores de pH. Além disso, a mesma diminui a sua intensidade e
perde a definicdo com o passar do tempo, indicando uma possivel decomposi¢édo do ligante

dtca.
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Figura 23. Espectros eletronico do dtca (1%10ol.LY) no t amp«o HRBQH (5 ¢
3,0 (a), pH 7,4 (b) e pH 10 (c) m funcdo do tempo. Inset: curva cinética

a)

Absorbancia

T T T T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500 550 600
I (nm)

b)
0,30

0,25

0,20

0,15

Absorbancia

220 275 330 385 440 495 550

©)
0,35

0,30

0,25

0,20

0,15

Absorbancia

0,10

0,05

0,00

220 275 330 385 440 495 550
1 (nm)

O mesmo estudo também foi investigado utilizando a técnica de Espectroscopia de

Fluorescéncia, sendo que na Figura 24 sdo apresentados as trés curvas cinéticas de
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estabilidade/decomposicédo do dtca nos diferentes pH estudados. A partir dessas curvas
cinéticas, podese observar um rapido aumento da intensidade da fluorescéncia nos primeiros
minutos, seguida de uma lenta reducédo de intensidade, a qual pode estar associada a possive
decomposicdo do fluoréforo. Nes& queem meio neutro e basico o ligante dimaresentou

uma estabilidade de (~30 min) um pouco maior em relacdo ao meio &cido (~10 min).

Figura 24. Espectros de fluorescéncia do dtca (Ixf®l.L)emt amp«o PBC) (5 e
pH 30 (a), pH 7,4 (b) e pH 10 (c) eluncdo da e mp o . l nset :m=3688&nm}a ci n
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4.2.2 Reacéo de Aquacgédo do Complexo [Rugdmso)]

O presente estudo foi realizado com objetivo de verificar as possigdiicacdes no
espectro eletronico (Figura 25) em funcéo do tempo durante a reacédo de aquacéo do complexo
precursor Redmso. Notase que com o decorrer do tempo a banda em 352 nm € deslocada
para maiores energias formando um pontsbiéstico em 34 nm. Esse deslocamém € o
indicativo da reacao de trqaau seja, o ligante cloretosubstituido por um ligante aqugsse

comportamento evidéncia a existéncia de um sitio labil no complexo{BofSb)].

Figura 25. Espectro eletrGno no UV-vis do ensaio de cinético da reacédo de aquacéao do
complexo [RuCGl(dmso})]
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Conforme ja mencionado anteriormente, assim que o complextmRa é dissolvido
em meio aquoso, o ligante-dmso, que € labil, é substituidapidamente por um ligante
aquo, seguindo pela lentdissociacdo do ligante cloretgerando um composto catiénico

(BRINDELL et al., 2007; SILVA; OLIVEIRA; TOMA, 1993tonforme pode ser visualizado

no esquema 6.

Esquemab. Reacao de aquacao do complexo [R(dDhso)]

+
0S(CHg)» H0 OOS Tzo sorc L
(H3C)20S.,. SO(CH)2 | 5 i(iagg)ZOS,,“l .SO(CH)2 W0 (H30)2 Ru (CH3)2
“RuU — Ru —
Cl/Ru\C‘ C\/ ‘ ~q CI lenta OH2/ ‘ ~c
SO(CHg)p SO(CH)2 So(Cr)2

Fonte: BRINDELL et al., 2007) adaptado
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4.2.3Cinética da Reacdode Formacdo docomplexo [RuCh(dmso)(dtca)]

Realizouseum estudo cinético da reacdo entre o complexo precursor e o ligante dtca
com o objetivo de verificar 0 tempo necessario para que a readaonth¢cdo do Rdtca se

processass®s espectros eletronicos sdo apresentados na Figura 26.

Figura 26. Espectros de di®nicos do complexo percussw ligante dtca em concentracdes
equimolares (1xI®mol.L™") em etanol a 80C
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Como pode ser observada (Figura 26), logo nos primeiros minutos de reagcdo uma nova
banda (~500 nm) comeca a ser formada e aos 60 min ela se estabiliza. Apds este periodo, a
banda comeca diminuir sua intensidade e perder @eil; sugerindo a decomposicéo do
produto da reacdo. A curva cinética associada a esta reacdo € apresentada na Figura 27.

Figura 27. Curva cinética da reacao de formacdo do complexo pRir@so}(dtca)] em

etanol
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4.2 .4 Estequiometria daReacaode Formacdo do Complexo [RuG{dmso)(dtca)]

A estequiometria da reacédo de formacédo do complexdniao foi investigada pelo
m®t odo Jobds Pl ot utilizando a t®cnica de
fundamentado na variacdo da fracdo molar. Sabsadpe as medidas de concentrag@o
complexo € diretamente proporcional a absorbancia\iy é possivel construir um gréafico
a partir da absorbancia em funcéo da fragdo molar, onde o0 maximo da curva obtida indica o
coeficiente estequiométrico da reagdo de complexdCABSON; BUHLMANN, 2011;
RENNY et al., 2013)

Em 1928 Paul Job publicou um artigo que mostrou que o maximo da curva do
grafico absorcaeersusa fracdo molar do composto(WIO3)/TI(NH3) em solucao indicava a
razao estequiometrica 1:1. O grafico plotado ficou conhecido como o método de variacdes
cont2nuas ou m®todo de Jobods. Mai s tarde,
trabalho de revisdo sobre a utilizacdo do métdelovariacdo continuas para determinacao
estequiométrica daeacdo de complexacdo em especial para compostos organometalicos
(RENNY et al., 2013)

A estequiometria de complexacéo do [Ru@hso}(dtca)] foi determinada a partir de
solugbes equimolares do complexo [Rui@hso)] e do ligante dtcamisturas conforme
(Tabela 1, p. 30Na Figura 28 € mostrado o grafico da fracado matasusabsorbancia (495
nm) onde, observae que 0 maximo daurva obtido esta localizado em aproximadamente 0,5
(eixo da abscissa) indicando que a reacao de formacdo do compleltcaRicorre com uma

estequiometria de 1:1.

Figura 28. Grafico da fracdo molar versus absorbéancia da resg@&omplexo percussor e do

ligante dtca
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4.3 Estudos da Interacéo do Ligante dtca com o Plurdnico F127
4.3.1 EstudosPreliminares

Conforme ja relatado, o ligante dtca é pouco soluvel em meio aquoso e, além
disso, comeca a skecompor quando dissolvido em misturas de solvente que tenham mais de
30% (v/v) de agudpags. 47 e 48) No entanto, com a adi¢cdo sucessiva do plurénico F127 o
sistema formado foi capaz de estabilizar o ligante em meio aquoso, note que a banda na regiao
de 300 nm esta muito mais definida do que aquela em que néo foi adicionada nenhuma
aliquota do F127 (Figura 29). Essa estabilizacdo pode ser justificada devido a formacao de
agregados micelares entre o plurénico F127 e o ligant€BWSAK; BANDYOPADHYAY,

2013) Além disso, foi possivel observar no gréfico que ndo ha diferencas significativas da

estabilicade do dtca relacionada com o aumento da concentracao do plurénico F127.

Figura 29. Espectros eletrénicos do dtca na presenca de diferentes concentracdes de
plurénico F127.Tampéo PBC, pH =7,4
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4.3.2 Determinacdo da Concentracdo Micelar Critica

Surfactantes e alguns copolimeros possuem a propriedade de ggaontparem
espontaneamente em solucdo aquosa formando estruturas micelares. Esta propriedade
depende de vérios fatores fisigoimicos como aoncentracdo, ou seja, a formacao das
unidades micelares esta condicionada a determinada concentracdo, a chamada concentracac
micelar critica (CMC). Através da CMC é possivel manter o equilibrio entre a formacéo
micelar e a forma de mondmeros do copolim@&aAO0; EISENBERG, 1993; TORCHILIN,

2001). Uma caracteristica importante das micelas é a sua capacidade de solubilizar os mais
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variados compostos que possuem baixa solubiliddd&SURIYA et al., 2015; SINGH et
al., 2013)

Na Figura 30 estdo apresentados os espectros de emissdo do dtca na presenca de
diferentes concentracdes do F127 e também a sua respecti@abtida entre a intensidade
da fluorescéncia (365 nm) em func&o da concentracdo do F127. OGbsea a intensidade
da fluorescéncia possui dois comportamentos: diminui em baixas concentragdes de F127 e
aumenta com elevadas concentracfes de F127. iEstente comportamento em funcao da
concentracdo pode ser justificado provavelmente devido ao equilibrio na reacdo de formacao

dos agregados micelares.

Figura 30. Interac&o do ligante dtca com diferentes concentra¢geisidmico F127 em
tamp«o PBC (pH 7,4); (a) Espe20mdes(b)de e mi
intensi dade dg= 365nm)em ki@ dancorncentra¢de de F127
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Utilizando estes mesmaesultados, um novo gréafico (Figura 31) foi plotado para a
determina-«o da CMC deste s i'sestédemmconcedancia v a l
com o val or enc?natliteraidgBAIAR; BEANDY ORPADHYAY, 2013).

Figura 31 Intensidale de fluorescéncia (365 nm) éamcéo do In[F127]
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4.3.3Ensaios de Titulacao

As micelas poliméricade plurénico F127ém sido utilizadasa liberacdo prolongada
de farmacogIBRAHIM et al., 2012) Choi et al (1999) investigaraminfluencia da adicdo de
NaCl na formacao de géis de plurénico F127, os resultadssam que o sal promove um
aumento da bioadesividade (CHOI et al., 1999).

Na Figura 32 sédo apresentados 0s espectros de emissdo da fluorescéncia do dtca em
diferentes concentracdes de plurénico (todas acima da CMC). Neste estudo foi investigado,
tambémseadicdo deexcesso de cloreto de sédio (300 mmd).kia influenciarna formacéo
dos agregados miceks entreo dtca e F127, visto este sal esta presente no meio biol6gico

Os resultados indicaram que a intensidade da fluorescéncia do dtca aumenta
linearmente com o0 aumento da concentracdo do F127, e que a adicdo de excesso de cloreto de
sédio ndo interferiu nesta tendéncia deste aumento. Assim, a adicdo de NaCl ndo perturba o
sistema micelar, uma vez que a concentracdo de plurénico estdo todadaME&, neste
ponto ndo h& mudangas ocorrendo, pois as micelas ja estdo for(ARBAFIEVA,
KHOUGAZ; EISENBERG, 1995) Além disso, os efeitos do cloreto de sédio sdo mais
pronunciados em cofimeros iGnicogfHAMLEY, 2005).
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Figura 32. Espectros de emisséao de fluorescéncia do dtca em micelas F127 é&m RBipna auséncia de NaCl @gsenca de Na(h) Tratamento
matematico a partir dos dados de fluorescéncia: {Ejr versus [F127]} (c) e {1(F Fo) versus 1/[F127]}
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4.3.4Influéncia dos Anions da Série de Hofmeister

No trabalho de Hofmeister, observee que alguns sais conseguiam precipitar e
estalilizar proteinas em solucdo aquosa, no qual, a eficacia estava relacionada com a
capacidade de alterar a estrutura da agua, uma vez, que sempre seguia uma tendéncia
com relacdo aos tipos de ions que eram utilizados. A partir dessa tendéncia-ggginou
a <rie de Hofmeiste(BALDWIN, 1996; KUNZ; LO NOSTRO; NINHAM, 2004;
TADEO; PONS; MILLET, 2007) A posicdo de um ion na série de Hofmeister é
determinada pelo seu grau de hidratacdo como podeisselixa na Figura 33. As
espécies a esquerda séo classificadas como cosmotropicos (forte interacdo com agua),
enquanto os que estao a direita sdo chamados de caotrdpicos (baixa afinidade com agua)
(XIE; GAO, 2013) No decorrer dos anos percefsmuque a série de Hofmeister poderia
serutilizada para prever como a presenca de diferentes ions afeta as propriedades fisico
quimicas(ZAJFOROUSHAN MOGHADDAM; THORMANN, 2015)

Figura 33 Série de Hofmeister

2- 2- 2- - - - - - -
CO;” SO S0;° H,PO, FCI B NO | CIQ SCN
cosmotr . p¥co—> caotr-pico

Fonte:(XIE; GAO, 2013)

Com a finalidade de avaliar a influéncia de alguns sais da série de Hofmeister
(NaCl, NaSO, e NaSCN) na formacao do sistema micelar de plurénico, foi investigado
as modificacdes do espectro de emisséo de fluorescéncia do ligante dtca na presenca do
plurdénico e em funcdo da concentragéo destes sais (Figura 34)

Notase que na presenca do anion ncosdpico S@, a intensidade da
fluorescéncia aumenta exponencialmente. Uma explicacdo para esse comportamento é
devido que o anion SO interage fortemente coras moléculasdgua que estdo
associadas com a superficie do dtiaela. Isto leva uma orga@cdo das moléculas de
agua fazendo congue a micela polimérica minimize a area exposta ao solyente
favorecendo o aumento da fluorescéncia do dtca devido ao efeito hidrofébico. Ao
contrarig na presenga do &anion SCHNcorre uma diminuicdo da intensidada d
fluorescéncia, uma vez que esse anion possui baixa afinidade com agua fazendo com
que haja uma desestabilizagdo da interacdo -ndicela (ZAJFOROUSHAN



60

MOGHADDAM; THORMANN, 2015) No caso do anion Cta série de Hofmeister

seu efeito € menos pronunciado e pode ser atribuida a sua baixa polarizabilidade e por
ser fraamente hidratado. Sendo observada uma menor estabilidade na interface micela
agua fazendo consequentemente, com que a intensidade da fluorescéncia do dtca

aumente linearmente.

Figura 34. Espectros dddorescéncia do dtca mpaesencalo Plurdnico F127 (tampao
PBC 5 mol.I*, pH = 7,4) em funcdo da concentracdo dos saiS®iga), NaCl (b) e

NaSCN (c)
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Uma avaliacdo quantitativa da interacdo foliraaa por tratamento dos dados
de fluorescéncia levando em consideracdo a fluorescéncia inicial e FiRg) (o
ligante dtca versus [sal]. A partir do grafico mostrado na Figura 35 vergEauma
tendéncia dos saidlotase que, de forma geral, medda que aumenta a concentracao
do sal a intensidade fluorescéncia comeca aumentar no caso dos anions cosmotrépicos
SO e CI e no caso do anion caotrépiS€N a medida que aumenta a concentracio
do sal a intensidade da fluorescéncia diminui mantsedonstantd FERREIRA et al.,
1996)

Figura 35. Intensidade da fluorescéncia (yHo ligante dtca na presenca do plurénico
F127 em funcéo da concentracao dos sais NaGE®ja@ NaSCN

m  [NacCl]
® [NaSO|
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0.4 A A a4 s g, A A A
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4.3.5Supressao da kiorescéncia comAcrilamida

A intensidale da fluorescéncia de um fluoréforo pode ser suprimida por muitos
processos tal como formacdo de complexos no estado fundamental, por efiéiito, de
rearranjos moleculares teansferéncia de energia de colisbes entre o fluoréforo e o
supressor. Os pressos de supressdo de fluorescéncia mais comum séao classificados
em estatico e dindmico. No caso da supressdo estatica ocorre a formagcdo de um
complexo nado fluorescente no estado fundamental. No processo dindmico supressor
colide com a espécie fluorescedigante o estado excitado sem a emissao de um foton
(LAKOWICZ, 2006).

A supressdo dindmica e estatica da fluorescéncia pode ser analisada pela
equacao de Stetviolmer (Equacédo 2), a quabrihece indicativos sobre a sensibilidade

do fluoréforo e supressor
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7=kl S =1++5 Q) Equagao (2

Onde Fp e F séo respectivamente a intensidade de fluorescéncia na auséncia e na
presenca do supressorg kcorresponde a constante de velocidatle supresséo

bi omol ¢&atengpo de vidh no estado excitado do fluoréfokw; &a constante

de SterAVolmer e [Q] é a concentracdo do supresdohKOWICZ, 2006; MOREIRA

et al., 2014) No entanto, podem ocorrer desvios da linearidade no ajuste dos dados
expeimentais e neste caro pede utilizar uma outra equacgéo para sistema néo linear

chamada de equacgéo de Stéoimer modificada, equagéo (3).

e
3 B B4

em queF, e F sdo as intensidades da fluorescéncia do dtca na auséncia e na presenca do

Equacéo (3)

supressor, f € a fracdo incial que é acessivel ao supressor, K é a constante-de Stern
Volmer da fragdo acessivel ao supressor e [S] € a concentracdo do supressor. Nesta
etapa a equ#o descreve a existéncia de diferentes fluoréforos em que o supressor tem
acessqLAKOWICZ, 2006).

Neste ensaio, teve como objetivo investigar a interacdo do dtca com micelas de
plurbnico AL27 através do estudo da supressao da intensidade de fluorescéncia.

A analise da supresséo de fluorescéncia do ligante dtca na presenca do plurénico
F127, foi investigada utilizada duas faixas de concentracdo (baixas e al@g¢rde
supressor acrilamidaNa Figura 36 sdo apresentados 0s espectros de emissao do
dtca/F127 na presenca e na auséncia de NaCl com elevadas concentracdes de
acrilamida. De modo geral, € possivel observar uma supressdo de fluorescéncia a
medida que aumenta a concentracdo do ssmresrilamida. Sem a presenca de NaCl a
intensidade de fluorescéncia é suprimida mais significativamente se comparada com a
solucdo que contém o NaCl. Uma possivel explicacdo para esse comportamento € que
sistema que contém o cloreto de sodio tende aemarfase micelar mais estayBEY
et al., 2014; ELISSEEVA et al., 2006)consequentemente neste caso, protege a parte

fluorescente do dtca, fazendo que ele néo fiqgue exposto ao supressor.
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Figura 36. Espectros de emisséo de fluorescéncia do dtcaN@@m tampéo PBC (5
mM) em pH 7,4 apds a adicdo do supressor acrilamida (a) sem adicao de NacCl e (b)
com adicao NacCl
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Na analise quantitativa de supressdo da fluorescéncia, correlasnau
fluorescéncia inicial e final obtida em 365 nm antes adi¢do da acrilamida e ap6s adicéo.
Como observado na Figura 37, para excitacdo em 220 nm corsgatieumodo geral,
uma nado liearidade da supressdo de fluorescéncia do dtca com o aumento da
concentracdo do supressor, na presenca de NaCl a supressdo ndo se observa uma

supressao tao pronunciada.
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Figura 37. Curvas da intensidade de fluorescénciadfém tuncao de elevadas
»es
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Quando comparamos a supressédo da fluorescéncia do dtca na presencdo do

plurdénico F127 utizando baixas concentracdes de acrilamida, obssaque a micela

polimérica interage mais fortemente com o fluoréforo protegendwor isso que a

supressdo nao foi muito pronunciada. Outra observacdo € que a supressdo neste caso

também houve um desvio da linearidade entre os graficos/Fieem funcédoda

concentracdo do supressor, como pode ser visualizada na Figura 38.

Figura 38. Curvas da intensidade de fluorescénciadféi funcdo de baixas
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Com base nessas informacdes, foi empregada a equacao modificada de Stern

Volmer visto que o sistema ndo se ajustava linearmente. Para isso, os dados obtidos de

(e
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emissdo de fluorescéncia em 365 nm foram ajustados aplisando eqacdo
modificada de SterWolmer tanto na presenca e auséncia de NaCl (300 mM) foi
construidos os graficos de/fF - Fp) em funcédo da concentracdo do agente supressor

acrilamida, ilustrado na Figura 39.

Figura 39. Curvas de SterWolmer modificada da interacdo de d{garonico F127
com supressor acrilamida, &£3206nml u-«o tam
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Com base nas informacdes presente no grafico da Figura 39, vesdiamma
diminuicdo da constantée SterAVolmer (1,9x1d mol™ L) em funcéo da presenca do
sal NaCl o que revela uma estabilidade da fracdo fluorescente acessivel ao supressor.
Enquanto que o valor da constante de Steimer sem adic&o de NaCl foi de 3,57%10
mol™'L, evidenciando que supressor difunde em direcdo ao fluoréforo no estado
excitado(LAKOWICZ, 2006).

Dyszy, (2008) investigou a interacdo do peptideo histatina (Hst) e seu analogo
(TOAC®-Hst5) presenca de melas preparadas a partir de lisofosfolipidios (1
palmitoil-2-hidroxi-snglicero-3-fosfocolina). Os resultados mostram que a medida que
aumentava a concentracdo de micelas a intensidade de fluorescéncia também
aumentava, evidenciando que o fluoréforo (feeide tirosina) estava em ambiente
apolar diante da ligacéo peptideo as miclasSZY, 2008)
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O complexo precursor [Rugbmso)] foi sintetizado de acordo com a
metodologia j4 descrita na literatura, na qual o produto fapabsentou um bom
rendimento. Com este complegeecursor foi possivel sintetizar umovo complex de
formula [RuChk(dmso}(N-dtca)], cujo rendimento foi satisfatériogpa realizacdo dos
ensaios. Suacaracterizacdo foi realizada por técnicas de analise elementar,
espetroscopia de infravermelho espettoscopia de ressonancia (RMNH),
espectroscopi@letronica UVVis e medidas de condutividade molar. O espectro de
FTIR revelou informac¢desnportantesem relagéda coordenacdo do medggante.Os
dados de condutividade indicaram que o complexo é um nao eletrdlito

Ja sobre os resultados da interacadighnte dtca com o surfactante plurénico
F127, foi possivel concluir que com o aumento da concentragdo do plurénico F127 a
intensidade de fluorescéncia do ligante dtca também aumentou e que a presenca de
cloreto de sédio nao interferiu significativamemesta fluorescéncia. Os dados de
supressdo mostraram que o dtca sofre supressdo na presenca da acrilamida e que a
adicdo de NaCl faz com que essa supressdao nao seja téo iteagaliacdo da
influéncia de alguns sais da série de Hofmeister (NaG5E®iae NaSCN), na formacao
das micelas de plurdnico, observe®l que os anions cosmotrépico (SGe CH)
aumentou significativamente a intensidade de fluorescéncia do dtca e no caso o do
anion caotropico ocorreu o inverso a intensidade diminuiu gradativaniortdim a
aplicacdo da equacdo de Stevimimer modificada evidenciou duas classes de
fluoréforo acessivel ao supressor.

Os objetivos propostos para o desenvolvimento desse trabalho foram alcancados
e 0s resultados abordadpsedem colaborar para o meltemtendimento da interacéo do

dtca e micelas poliméricas de plurénico FaRasés da técnica de fluorescéncia.
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