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Accepting all I've done and said
| want to stand and stare again
Til there's nothing left out
It remains there in your eyes
Whatever comes and goes
I will hear your silent call
I will touch this tender wall
Til I know I'm home again

In your eyes

(Peter Gabriel, In Your Eyes)

Para minha esposa, Roberta

Mas é preciso ter forca
E preciso ter raca
E preciso ter gana sempre
Quem traz no corpo a marca
Maria, Maria
Mistura a dor e a alegria

Mas € preciso ter manha
E preciso ter graca
E preciso ter sonho sempre
Quem traz na pele essa marca
Possui a estranha mania
De ter fé na vida

(Milton Nascimento, Maria Maria)

Para minha mae, Maria Elizabete
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“When there’s nothing left to burn, you have to set yourself on fire.”
(Torquil Campbell (?), Your Ex-Lover Is Dead)
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RESUMO

COSTA, I. de M. Estudo de propriedades fisico-quimicas de metalofarmacos de diruténio
com anti-inflamatdrios nédo esteroides. 2014 (127 p.) Tese (Doutorado). Programa de Pos-
Graduacao em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.
Complexos de ruténio, em razdo da menor toxicidade e por poderem exibir atividade
citotoxica ou antimetastatica, tem sido considerados como alternativas potencialmente
promissoras aos complexos de platina para tratamento de cancer. Nosso grupo de pesquisa
tem investigado a interacao de ions metalicos com farmacos anti-inflamatorios ndo esteroides
(FAINES) e ja obteve sucesso na preparacdo de metalofarmacos de diruténio(ll,111)-FAINEs,
0S quais se mostraram promissores com relacdo a atividade frente a modelos de glioma. Com
a finalidade de contribuir para o entendimento das propriedades fisico-quimicas desses
complexos, o presente trabalho teve como principal objetivo analisar propriedades
consideradas particularmente essenciais a um potencial candidato a farmaco, tais como,
estabilidade no estado sélido, lipofilicidade, solubilidade aquosa e dissolucédo intrinseca. Um
complexo inédito de formula [Ru,Cl(feno)s], em que feno = fenoprofenato, foi sintetizado e
caracterizado por meio de analise elementar, espectroscopia eletrbnica, espectroscopia
vibracional, difratometria de raios X, analise térmica e espectrometria de massas. Os
complexos ja testados anteriormente para atividade bioldgica, [Ru,Cl(ibp)s], ibp =
ibuprofenato, e [Ruz(cet)4Cl], cet = cetoprofenato, foram analisados quanto a estabilidade no
estado solido por meio da determinacdo isotérmica de variacdo de massa. As lipofilicidades
desses dois complexos, juntamente com a dos farmacos de origem e a do precursor sintético
[Ruz(O,CH3),4Cl], foram avaliadas pelo método shake flask, e suas solubilidade aquosas foram
investigadas em presenca de co-solventes alcodlicos. Investigou-se ainda a velocidade de
dissolugdo intrinseca do [Ru,CI(ibp)s] que se encontra em estadgio avangado de estudos
bioldgicos. Os resultados obtidos trazem novas informagdes sobre o comportamento térmico

dos complexos e sobre suas caracteristicas biofarmacéuticas.

Palavras-chave: ruténio, anti-inflamatdrios, analise térmica, solubilidade aquosa, coeficiente

de particdo, dissolugéo intrinseca.
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ABSTRACT

COSTA , I. M. Study of physico-chemical properties of diruthenium metallodrugs with
non-steroidal anti-inflammatory drugs. 2014. (127.p) Thesis (Ph.D.). Graduate Program in
Chemistry. Institute of Chemistry, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo

Ruthenium complexes, mainly due to the lower toxicity and the cytotoxic and anti-
metastatic activities, have been considered as potentially promising alternatives to platinum
drugs for cancer treatment. Our research group has investigated the interactions of
diruthenium metal cores with anti-inflammatory non-steroidal drugs (NSAIDs) and succeeded
in preparing diruthenium(l1,111)-NSAIDs metallodrugs which show promising activity against
glioma models. With the aim of elucidating the physico-chemical properties of these
complexes, the major objective of the present work was to investigate properties which are
considered as essential for a potential candidate to drug, e.g., stability in the solid state,
lipophilicity, aqueous solubility and intrinsic dissolution. A new complex of formula
[Ru,Cl(feno)4], where feno = fenoprofen, was synthesized and characterized by elemental
analysis, electronic spectroscopy, vibrational spectroscopy, X-rays difractommetry, thermal
analysis and mass spectrometry. The complexes previously tested for biological properties,
[Ru,Cl(ibp),], ibp = ibuprofenate, and [Ru,(cet)4Cl], cet = cetoprofenate, were investigated
for the stability in the solid state by isothermal thermogravimetry. The lipophilicity of these
complexes, as well as those of the parent drugs and of the precursor [Ru,(O,CHj3)4CI] was
evaluated by the shake flask method, and their aqueous solubility in the presence of alcohol
co-solvents was investigated. In addition, the intrinsic dissolution rate was determined for
[Ru,Cl(ibp),], which is undergoing advanced biological studies. The results provide important
new information on the thermal behavior of the complexes and also on their

biopharmaceutical properties.

Keywords: ruthenium, anti-inflammatory drugs, thermal analysis, aqueous solubility,

partition coefficient , intrinsic dissolution
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LISTA DE ABREVIATURAS

Act: (OAC) acetato

C18: octadecilsilano

CET: farmaco cetoprofeno

CGS: sistema de unidades (centimetro-grama-segundo)

COX: enzimas ciclo-oxigenase

DMSO: dimetilsulféxido

DSC: calorimetria exploratéria diferencial

DTG: termogravimetria diferencial (12 derivada da curva TG)
EtOH: etanol

FAINE: farmaco anti-inflamat6rio néo esteroide

FTIR: espectroscopia vibracional com transformada de Fourier na regido do
infravermelho

feno: farmaco fenoprofeno

Hcet: fa&rmaco cetoprofeno

Hibp: farmaco ibuprofeno

ICP-AES: espectrometria de emissao atbmica com plasma induzido
KP1019: Hind[trans-[RuCla(ind)2]

KP1339: Na[trans-RuCls(Hind)2]

logP: logaritmo da razdo entre a distribuigcdo na fase octandlica e na fase aquosa
M.B.: magnéton de Bohr

met: metanol

NAMI-A: Him[trans-RuCla(dmso)im]

Npx: farmaco naproxeno

Ruz-act: tetrakis(acetato)clorodiruténio(ll,111)

Ruz-cet :tetrakis(cetoprofenato)clorodiruténio(ll,111)

Ruz-feno: clorotetrakis(fenoprofenato)diruténio(ll,111)

Ruz-ibp: clorotetrakis(ibuprofenato)diruténio(ll,I11)

Ruz-npx: clorotetrakis(naproxenato)diruténio(ll,111)

TG: termogravimetria

UV-Vis: espectroscopia eletrénica de absor¢do no ultravioleta-visivel
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1. INTRODUCAO

1.1 Metalofarmacos

O desenvolvimento de metalofarmacos (compostos metalados que possam
apresentar propriedades farmacoldgicas) € um campo de destaque crescente na pesquisa
cientifica dentro da éarea de Quimica Bioinorganica. Compostos de coordenacdo e
organometalicos de ions diversos, contendo ligantes derivados de farmacos organicos, ou
entdo de espécies organicas e/ou inorganicas que individualmente ndo exibem propriedades
farmacoldgicas, tém sido preparados e analisados quanto as suas potencialidades
bioldgicas/farmacéuticas/medicinais (GIELEN; TIEKINK, 2005; DE OLIVEIRA SILVA,

2010).

Tal interesse foi motivado, em grande parte, gracas a descoberta, em meados
da década de 1960, da cisplatina (cis-[PtCI,(NHzs)2]) por Rosenberg e colaboradores (1969),
um agente quimioterapico utilizado ainda nos dias de hoje apesar de causar graves efeitos
colaterais. Com 0 sucesso da cisplatina, desencadeou-se uma série de pesquisas em busca de
novos compostos metalicos farmacologicamente ativos, sendo 0s de maior sucesso e uso
clinico alguns analogos estruturais da mesma, como carboplatina, oxaliplatina e nedaplatina,
entre outros. Apesar da melhora nos aspectos biofarmacéuticos e clinicos, tais farmacos ainda
possuem muitas limitacdes, principalmente com relacédo a toxicidade e ao crescente aumento

da resisténcia dos tumores aos tratamentos.

Alternativas a cisplatina e seus analogos, alvos de recentes pesquisas, Sd0 0S
complexos de outros ions metélicos, na busca de maior eficiéncia nos tratamentos e reducgao
dos efeitos colaterais associados. Neste contexto, destacam-se 0s complexos de ruténio, em
razdo principalmente de exibirem menor toxicidade e por possuirem acgdes citotoxicas e

antimetastaticas bastante promissoras (KEPPLER, 1993).
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Desde a descoberta da cisplatina, varios complexos metalicos surgiram para 0s
mais diversos fins farmacologicos, em especial para tratamento contra o cancer, sendo que 0
ruténio é um dos mais promissores. Sua localizacdo na tabela periodica, no mesmo grupo do
Fe faz com que muitas de suas propriedades mimetizem este metal, inclusive em sua

capacidade de ser captado por enzimas e proteinas plasmaticas (GUO; SADLER, 1999).

Um grande numero de compostos de ruténio tem sido estudado, muitos dos
quais apresentam descritas na literatura a sua atividade antitumoral (ANG et al., 2011;

ANTONARAKIS; EMADI, 2010; LEVINA; MITRA; LAY, 2009; SUSS-FINK, 2010).

Dois deles estdo em fase de testes clinicos: o NAMI-A (Him[trans-
RuCl4(dmso)im] im= imidazol, dmso=dimetilsulfoxido), altamente eficaz contra metastases
(SAVA et al., 1999; SAVA et al., 2003;VELDERS et al, 2004), e o KP1019 (Hind[trans-
[RuCly(ind),], ind=indazol), ativo contra cancer de colon (PIEPER; BORSKY; KEPPLER,

2003) (Figura 1).
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Figura 1:Formulas estruturais do NAMI-A e KP1019

1.2 Compostos de diruténio

Contrastando com o numero de estudos bioldgicos envolvendo compostos

mononucleares de ruténio, compostos dinucleares tem sido pouco investigados.
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Particularmente, estudos de complexos com ligacdo metal-metal tem sido quase que
exclusivamente restritos ao nosso grupo de pesquisa. Os trabalhos pioneiros de compostos de
ruténio com ligagdes metalicas multiplas foram relatados na década de 1960 por Stephenson e
Wilkinson (1966) e Bennet, Caulton e Cotton (1969). As caracteristicas eletronicas e
magnéticas peculiares desta classe de compostos promoveram um aumento do interesse nos

mesmos (ANGARIDIS, 2005; AQUINO, 1998; 2004).

Os tetracarboxilatos sdo a classe mais numerosa de complexos de diruténio
com ligacdo metal-metal multipla. Esta classe é constituida de unidades [Ruz(O2CR)sLm]™
(m=1 ou 2; n=0 a 2) em que R pode ser um derivado de grupo alquila, alcoxido, arila ou
metaloceno e o ligante axial L geralmente é uma base de Lewis neutra, ou mais comumente
um haleto. Os dois atomos de oxigénio de cada grupamento carboxilato coordenam-se
simultaneamente aos dois ions metalicos formando uma ponte entre eles, gerando um
arcabouco estrutural dinuclear (COTTON; WILKINSON, 1988) no qual quatro anions
RCOO" ligam-se equatorialmente aos dois ions que é geralmente denominado paddlewheel

structure, ou estrutura em “gaiola” na lingua portuguesa (Figura 2).

i +
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Figura 2: Estrutura da unidade [Ru,(O,CR),]*, em que o cloreto ocupa uma das posigdes axiais.

O nucleo dimetalico de [Ruy] pode apresentar diferentes estados de oxidacao.
A maior parte dos compostos isolados apresenta o estado Ruy(ll,111), mas também sdo

relatados nucleos Ruy(11,11) e em menor nimero Ruy(I11,111). Tal ordem é explicada com base
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na maior estabilidade termodindmica dos nucleos do tipo Rux(I1,111) (DE OLIVEIRA SILVA,
2010), que séo designados de valéncia mista. No entanto, quando as duas posi¢des axiais sao
ocupadas pelo mesmo ligante, existe uma distribuicdo de carga formal igual para os dois
centros metalicos, sendo mais adequado representar o ndcleo dimetalico como Ru,(11%2,11%2)
ou [Ru,]** em vez de Ruy(l1,111).

+

Experimentalmente, os tetracarboxilatos dimetalados do tipo [Ruz(O.CR)4]
possuem um momento magnético efetivo bastante incomum, (s = 3,8 a 4,4 M.B.) compativel
com a presenca de trés elétrons desemparelhados. Com base na energia dos orbitais
(o<m<<d<d*<<m*<o*) (figura 3), os onze elétrons dos nucleos dimetalicos deveriam se
distribuir da seguinte forma: oito elétrons nos orbitais ligantes e trés nos orbitais antiligantes,
0 que resultaria em apenas um elétron desemparelhado. A constatacdo experimental €
suportada por estudos tedricos que indicam que a ordem de energia dos orbitais depende do
estado de oxidacdo do nucleo dimetalado, do tipo de ligante em ponte equatorial e do tipo e
nimero de ligantes axiais (ESTIU et al., 1999; NORMAN; RENZONI; CASE, 1979). A
figura 3 ndo leva em consideracdo as interacdes que podem ocorrer entre orbitais dos metais e
orbitais dos ligantes coordenantes. Na grande maioria dos complexos que possuem nucleos
Ruz(ILI) os niveis de energia dos orbitais encontram-se praticamente degenerados,
resultando em uma configuracdo eletrénica no estado fundamental o’7*8%(&*n*)>. Os trés

elétrons desemparelhados experimentalmente sdo, desta forma, confirmados.
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Figura 3: Diagrama simplificado dos recobrimentos dos orbitais d e niveis de energia dos orbitais resultantes na
formac&o de ligacbes metal-metal multiplas do tipo X4;M-MX, (DE OLIVEIRA SILVA, 2009).

G

Nosso grupo de pesquisa vem investigando a interacdo de ions metalicos com
farmacos anti-inflamatérios ndo esteroides (FAINES), com o objetivo de sintetizar potenciais
metalofarmacos. Os FAINESs carboxilicos, em particular, podem atuar como ligantes por meio
do grupo carboxilato (COQ") para metais de transicdo. A ampla classe dos FAINESs engloba os
acidos fenilalcandicos como, por exemplo: ibuprofeno, naproxeno, fenoprofeno e cetoprofeno
(FOYE; LEMKE; WILLIAMS, 1995). Nosso interesse por estes farmacos se deve tanto as
suas propriedades anti-inflamatorias quanto a sua importancia para prevencéo e tratamento de

tumores (THUN, HENLEY, PATRONO, 2002).

A sintese e caracterizacdo de complexos de diruténio com farmacos anti-
inflamatorios ndo esteroides, objetivando inicialmente a investigacdo da atividade anti-
inflamatoria e reducdo dos efeitos colaterais, em especial da ulceracdo gastrica, teve inicio em
nosso grupo com o trabalho de Andrade e colaboradores (2000). Foi sintetizado um complexo

inédito de [Ruy]-ibuprofenato, de formula [Ru,Cl(ibp)s], sendo 0 mesmo caracterizado e
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avaliado com relacdo aos efeitos bioldgicos em comparacdo com um complexo de cobre
utilizando o mesmo ligante. Foi verificado que o efeito anti-inflamatorio na administracao
oral em camundongos, foi mantido para ambos os complexos. Notou-se, porém que com a
coordenacao aos metais houve a vantagem no sentido de minimizar a ulceracao gastrica, em

comparagdo com o farmaco néo coordenado.

Posteriormente, Ribeiro (2006), em sua tese de doutorado, sintetizou trés
outros complexos inéditos contendo os FAINEs &cido acetil-salicilico, naproxeno, e
indometacina. Foi também realizada a sintese de um tetracarboxilato de diruténio contendo o
acido y-linolénico. Neste trabalho deu-se inicio as investigacfes da acdo dos complexos frente
a celulas tumorais, em especial sobre células de glioma C6 de rato, in vitro. Os complexos
[Ru.CI(ibp)s] (Ru,-ibp) e o complexo [Ruz(Npx)s(H20):]PFs (Npx = naproxeno)
apresentaram uma atividade antiproliferativa promissora frente a esta linhagem de células

(RIBEIRO et al., 2008).

Um trabalho posterior (BENADIBA, 2007) foi desenvolvido para analisar a
expressdo de proteinas envolvidas no controle do ciclo celular, apoptose, angiogénese,
invasdo e migracdo de células C6 in vitro ap6s tratamento com o complexo Rug-ibp. Os
resultados mostraram que 0 Ru,-ibp tem potencial capacidade indutora de apoptose e parada
do ciclo celular, e que o seu mecanismo de acdo provavelmente envolve importantes

proteinas.

Estudos com novos complexos contendo os farmacos sulindaco e diclofenaco
(DOS SANTOS, 2009), juntamente ao complexo Ru,-ibp foram realizados para testar a sua
atividade in vitro contra ceélulas K562 de leucemia mieldide humana. Foi demonstrado que
todos os compostos apresentam atividade antiproliferativa frente a essa linhagem celular e que
a unidade dimetalada de alguma forma favorece o efeito, uma vez que os farmacos organicos

livres também apresentaram atividade, porém estatisticamente menor.
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Mais recentemente, foram sintetizados e caracterizados complexos com 0s
farmacos cetoprofeno e fenbufeno, e foram realizados estudos de reatividade para a espécie
[Ru2(02CH3)4(H,0),]", obtida a partir do precursor [Rux(O,CHs)4Cl] em solucdo aquosa. As
constantes de equilibrio e parametros termodinamicos para as reacdes de substituicdo axial
agua-cloreto demonstraram que as mesmas sdo termodinamicamente favoraveis e
entropicamente desfavoraveis. A reatividade deste complexo com os aminoacidos glicina,
triptofano, cisteina e histidina foi determinada, demonstrando, para o caso dos aminoacidos
cisteina e histidina uma maior reatividade, provavelmente devido ao forte carater nucleofilico
dos grupamentos tiol e imidazol presentes nestes aminoacidos, resultando na formacdo de
uma espécie substituida aqua(aminoacido). A reatividade da espécie [Ru,(02CHs)4(H20),]"
também foi verificada frente aos agentes redutores glutationa e é&cido ascérbico,
demonstrando que 0 mesmo reage mais rapidamente com a glutationa do que com o acido
ascorbico. Foi também demonstrado que a proteina aloumina do soro humano (HSA) tem sua
estrutura terciaria modificada pela interagdo com os complexos [Ruy(O,CH3)4Cl] e
[Ruy(cet)4Cl] (Ruy-cet, sendo cet=cetoprofeno), e também para o Ru,-ibp, e também na
presenca dos farmacos organicos ndo coordenados. Neste estudo também foi realizado o
estudo da interacdo dos complexos Ru,-ibp e Ru,-cet com ciclodextrinas objetivando o
aumento de sua solubilidade aquosa. Verificou-se o incremento deste parametro para 0s
complexos e para os farmacos organicos livres (SANTOS, 2012). Estudos cinéticos foram
aprofundados, reforgando o fato de que a estrutura em gaiola do [Ru,(0,CHs)s]* se mantém
estavel durante as reacdes de substituicdo do ligante axial e na presenca dos aminoacidos

glicina, triptofano, cisteina e histidina (SANTOS et al., 2012a).

Os Rug-ibp, Ruy-cet e Rup-npx foram testados também em células do
carcinoma do c6lon humano HT-29 e Caco-2 que expressam niveis altos e baixos da COX-2,

respectivamente. Todos os compostos afetaram fracamente a proliferacdo das células de
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cancer coloretal HT-29 e Caco-2, e de forma semelhante apenas inibiram parcialmente a
producdo / atividade de MMP-2 e MMP-9 das células HT-29, sugerindo que a inibicdo da
COX-2 por estes complexos podem ser somente parcialmente envolvido nos efeitos

farmacologicos dos mesmos (SANTOS, 2012b).

O avanco no conhecimento do comportamento biolégico dos complexos de
diruténio vem acompanhado da necessidade de estudos que verifiqguem caracteristicas fisico-
guimicas essenciais a um eventual candidato a farmaco, em especial sua estabilidade, sua
solubilidade aquosa e sua capacidade de transpor barreiras biologicas (medida por sua

lipofilicidade) (GIBSON, 2001).

1.3 Solubilidade e lipofilicidade em farmacos:

Apdbs a sintese de novos farmacos, quando no inicio dos estudos de pré-
formulacdo, dois aspectos sdo de fundamental importancia para a correta utilizacdo e sucesso
dos mesmos como medicamentos: A solubilidade intrinseca (solubilidade da forma néo
dissociada) e a determinacdo das constantes de dissociacdo. Estas duas propriedades nos dao
indicativos da necessidade e da possibilidade de obtermos formas mais sollveis de um
farmaco, dependendo do local de sua absorcdo. Farmacos pouco sollveis, em geral,

apresentam biodisponibilidade reduzida (WELLS, 1988; ALLEN Jr. et. al., 2007).

Segundo Kaplan (1972), em um trabalho classico, um farmaco deve ter
solubilidade aquosa maior do que 10 mg mL™*, em uma faixa de pH de 1-7 a 37°C, do
contrario apresentara problemas de absorcdo. O mesmo autor também afirma que, quando a
velocidade de dissolucéo intrinseca é maior do que 1 mg cm™min™, é pouco provével que
ocorram problemas na absorcdo, enquanto velocidades menores do que 0,1 mg cm™ min™ sdo
caracteristicas de farmacos em que a absorcdo esta limitada pela dissolucdo. A classificacéo

moderna de farmacos leva em conta ndo apenas sua velocidade de dissolucdo, mas também a
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sua velocidade de permeacdo, dividindo os farmacos em quatro grandes classes: | - alta
solubilidade e alta permeabilidade, Il - baixa solubilidade e alta permeabilidade, Il - alta
solubilidade e baixa permeabilidade, e IV - baixa solubilidade e baixa permeabilidade. Boa
parte dos farmacos hoje disponiveis no mercado se encontra na classe 1l (LOBENBERG;

AMIDON, 2000).

Em alguns casos é possivel correlacionar dados como solubilidade, dissolucéo
intrinseca e propriedades fisico-quimicas do farmaco com a sua absorcao gastrointestinal, sem
a necessidade da utilizacdo de modelos in vivo. Tais métodos se utilizam basicamente de
perfis de dissolucdo dos farmacos que podem ser correlacionados matematicamente aos seus
perfis de absorcdo (LIPINSKY et al., 1997; UNGEL, 1997, YU et al., 1996). Existem também
outras possibilidades, como correlacionar teoricamente caracteristicas da molécula do
farmaco, por exemplo, sua superficie tridimensional, e sua flexibilidade conformacional para
predizer a absorcdo intestinal (PALM et al., 1997).

Pode-se otimizar a solubilidade e a velocidade de dissolucdo intrinseca de um
novo farmaco através de métodos fisico-quimicos, tais como a micronizagdo, co-cristalizacdo
e 0 uso de surfactantes, que melhoram a molhabilidade das particulas pela diminuicdo do
angulo de contato entre o solvente e o soluto. Outro método utilizado é o uso de cossolventes,
solventes organicos misciveis a dgua, usados para aumentar a solubilidade e/ou aumentar a
estabilidade dos farmacos (RUBINO, 1990). Os cossolventes mais utilizados no ambito
farmacéutico sdo os 6leos vegetais fixos, glicerina, polietilenoglicois, propilenoglicol, etanol e
outros (ALLEN Jr. et al., 2007). A concentracdo permitida de cossolventes em formulagoes

farmacéuticas, principalmente parenterais varia bastante (10-100%, dependendo do farmaco)
(SWEETANA; AKERS, 1996).

N&o sdo encontrados na literatura estudos sobre solubilidade e lipofilicidade de
complexos metalicos contendo nucleos dimetélicos de ruténio de interesse bioldgico. Um dos
complexos de ruténio mononuclear de interesse medicinal, 0 NAMI-A, apresenta uma étima

solubilidade aquosa (50 mg mL™), mas com a desvantagem de se degradar rapidamente em
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meio aquoso. O tempo necessario para que reste 90 % da dose inicial, tgo (dose restante
minima de um farmaco para que 0 mesmo possa ser utilizado, segundo a legislacdo da maioria
dos paises), € de aproximadamente 5 h entre 20 e 22 °C (BOUMA et.al., 2002). Outro
complexo de ruténio ja citado, o KP1019 apresenta uma baixa solubilidade aquosa, o que
levou a necessidade da sintese de um sal sodico, denominado KP1339, para a conducéo dos
testes clinicos, visando a obtencdo do KP1019 no proprio organismo, através de

biotransformacdo (HARTINGER et al.,2006).

Além de possuir alguma solubilidade aquosa, para produzir uma resposta
farmacoldgica, uma molécula de um dado farmaco deve ser capaz de atravessar as membranas
bioldgicas, constituidas predominantemente de lipideos e proteinas. A capacidade de tal
farmaco atravessar esta barreira se baseia, entre outras caracteristicas, na razdo entre sua
afinidade por lipideos (lipofilicidade) e sua afinidade por uma fase aquosa (hidrofilicidade)
(ALLEN Jr. et al., 2007). O coeficiente de particdo (expresso como logP) é uma variavel
fisico-quimica amplamente utilizada para se analisar o comportamento de farmacos. A
determinacdo de coeficientes de particdo fornece indicios da lipofilicidade e, portanto, da
viabilidade de transporte dos farmacos através das biomembranas, o que se relaciona ao perfil
farmacoterapéutico destes farmacos (GIBSON, 2001; LEO; HANSCH; ELKINS, 1971,

WELLS, 1988).

O meétodo mais conhecido e utilizado para a determinacdo do coeficiente de
particdo é denominado shake-flask (ALLEN Jr., 2007), apesar do mesmo ser trabalhoso,
sofrer interferéncia direta de impurezas e degradacdo, e de necessitar de quantidades
relativamente grandes de amostras (SANGSTER, 2007). Ha também a necessidade do
desenvolvimento de uma metodologia analitica para a realizacdo da quantificacdo
(LAMBERT; WRIGHT, 1990; C. POOLE; S. POOLE, 2007). A padronizacdo dos

procedimentos contribui para a diminuicdo da margem de erros. Alguns aperfeicoamentos
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posteriores neste sentido levaram ao desenvolvimento de sistemas automatizados de agitacéo
e coleta, com andlise das amostras realizada através de HPLC em fase reversa por exemplo
(HITZEL; WATT; LOCKER, 2000), o que reduziu significativamente o trabalho dispendido e

a margem de erros desta técnica.

Além de maior precisdo, o progresso dos métodos de determinacdo do
coeficiente de particdo busca também uma melhor simulacdo dos meios biologicos. Dos
métodos desenvolvidos nos ultimos anos, destacam-se os métodos de filter probe, no qual
forca-se a passagem da solucdo em analise através de um filtro constituido de material
especial, apds a adicdo de diferentes aliquotas de octanol. O liquido passa por uma célula de
um espectrofotbmetro, e a concentracdo é comparada com as concentra¢es de uma curva de
calibracdo previamente obtida. Tal método serve tanto para amostras puras quanto para
misturas (BARNETT et al., 1992). Outro método que se destaca utiliza a cromatografia
liquida de alta eficiéncia, com coluna C18 derivatizada de poliestireno-divinilbenzeno. Neste
caso, os coeficientes de particdo sdo preditos diretamente dos tempos de retencdo dos solutos
(WELLS, 1988; 2001). Ha& na literatura relatos de outros métodos, como por exemplo,
cromatografia liquida em fase reversa, cromatografia em camada delgada em fase reversa e
determinacéo pHmétrica (AVDEEF et al., 1998; DE BIASI;.LOUGH, 1986; BRZEZINSKA;

STOLARSKA, 2005; GRIFFIN, WYLLIE;. MARKHAM, 1999).

Alguns complexos de ruténio que apresentam diversas acfes farmacologicas
foram sintetizados e tiveram sua lipofilicidade testada. Complexos dinucleares Ru (1) —
areno, contendo derivados de bis(piridinona), e bis(3-hidroxi-2-metil-4-piridona) como
linkers, sintetizados por Mendoza-Ferri e colaboradores (2008; 2009), e testados in vitro
contra as linhagens de celulas SW 480 (célon) e A 2780 (ovario) tiveram sua lipofilicidade
determinada através do método shake-flask classico, sendo a quantidade de soluto em ambas

as fases determinada através de espectroscopia eletrénica e ICP. Os complexos exibiram
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valores de logP desde -0,56 até -1,56, ou seja, compativeis com compostos hidrofilicos. O
comprimento da cadeia carbonica do linker se reflete até certo ponto em sua lipofilicidade,
hidrossolubilidade e capacidade de entrada nas células, ou seja, em sua atividade in vitro. Tal
comportamento também foi encontrado em estudos com complexos relacionados
estruturalmente com a cisplatina, um composto hidrofilico — logP -2,53, bem como seus
derivados mais conhecidos carboplatina e oxaliplatina — logP -2,3 e -1,65 (SCRENCI et al.

2000).

Em outro estudo, foram sintetizados uma série de complexos de Ru (I1I)
relacionados estruturalmente ao NAMI-A, sendo 0os mesmos testados in vitro contra células de
linfoma humano da linhagem TLX5, e in vivo contra cancer de mama em camundongos.
Novamente, a quantidade de farmaco acumulada nas células pode ser relacionada com a
lipofilicidade, quanto mais lipofilico o farmaco, maior a citotoxicidade apresentada. O método
utilizado para a determinacao da lipofilicidade foi, como nos casos anteriores, o shake flask, e

os complexos apresentaram valores de logP entre 1,91 e 2,30 (SAVA et al., 1995).

Dois complexos mononucleares de ruténio de formulas [(4'-(4-metifenil)-
2,2":6',2"-terpiridina)RuClI(2,3-bis(2-piridil)pirazina)](PFs) e [(2,2":,2"-terpiridina)RuCl(3,3-
bis(2-piridil)pirazina)](PFs), foram sintetizados, caracterizados e testados quanto a habilidade
de se ligarem ao DNA. O primeiro complexo, de carater lipofilico (logP 1,16) apresentou uma
capacidade mais pronunciada do que o segundo (logP — 1,17). A lipofilicidade dos complexos
foi determinada pelo método shake flask , utilizando 50 rotagfes manuais. A fase aquosa
utilizada foi tampdo fosfato com pH de 7,4, a fase lipofilica n-octanol, e a quantificagcdo foi

feita por espectroscopia eletronica (JAIN et al., 2009).
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1.4 Avaliacdo da estabilidade no estado sélido por determinacéo isotérmica de variacao

de massa

A estabilidade é um atributo de qualidade essencial para qualquer farmaco ou
candidato a farmaco. Os principais problemas associados a degradacdo de um farmaco sao a
perda de atividade, aumento da toxicidade, alteracdes na biodisponibilidade, entre outros
(RHODES, 2000). Faz-se essencial ter o entendimento do processo de degradagdo do farmaco
e, se possivel, realizar previsdes de seu tempo de atividade através de meios rapidos e

operacionalmente simplificados.

A aplicacdo de métodos cinéticos baseados em termogravimetria vem sendo
amplamente relatada na literatura, principalmente no campo das ciéncias farmacéuticas e de
materiais (SILVA et al. 2008, TOMASETTI et al., 2006). O maior propdsito destes estudos € 0
calculo dos parametros termodindmicos da equacdo de Arrhenius, ou seja, a constante de
velocidade k, o fator pré-exponencial A, e principalmente a energia de ativacdo E. A equacéo

de Arrhenius, em sua forma logaritmica (Eq. 1) pode ser escrita como:

Em que R representa a constante geral dos gases e T a temperatura absoluta em

kelvin.

Eventualmente, procura-se também determinar o modelo que descreve a reagdo
de decomposicdo térmica do material. Esta é ndo é uma tarefa facil em virtude das variaveis
envolvidas na decomposic¢do de um solido. As moléculas de um sdlido oscilam em espacos
confinados pela sua estrutura cristalina. A migracdo de um ou mais 4&tomos ocorre no estado

solido com uma dificuldade muito maior do que seria esperado no estado liquido ou gasoso.
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Existe também a questdo da homogeneidade da interface em que ocorre a reacdo, e sua
permissividade para permeacdo de produtos gasosos (MONKHOUSE; VAN CAMPEN,

1984).

Apesar de ndo substituirem por completo os testes classicos de estabilidade,
como teste de estabilidade acelerada frente a temperatura e a umidade, tais dados nos
fornecem informacGes importantes acerca da estabilidade térmica e tempo de armazenamento,
principalmente de substancias de interesse quimico e farmacéutico (BURNHAM et al., 2000;
CHRISSAFIS, 2009; HALIKIA; NEOU-SYNGOUNA; KOLITSA, 1998). Neste ambito, a
termogravimetria mostra-se um método conveniente para o estudo da decomposicdo térmica
de amostras solidas. E possivel ter acesso a dados cinéticos através da anélise de uma curva de
perda de massa em funcdo do tempo, em uma temperatura fixa (método isotérmico) ou perda
de massa em funcdo da temperatura variando-se a taxa de aquecimento (método néo
isotérmico ou dindmico). Estes dados podem ser confrontados com a analise dos produtos
gasosos associados aos eventos de perda de massa, permitindo tragar um panorama ainda mais

completo da reacdo de decomposicao.

Os estudos isotérmicos apresentam algumas vantagens em relacdo aos
dindmicos, principalmente quanto ao tratamento matematico empregado, apesar de ser mais
trabalhoso em termos de volume de andlise de dados. Uma das principais desvantagens do
método isotérmico € que existe a necessidade de um intervalo de tempo para que se atinja a
temperatura experimental. Durante este tempo, podem ocorrer transformacfes que podem
influenciar no processo de decomposicdo da amostra. Outra dificuldade encontrada € a
determinacéo, com precisdo do ponto de inicio de reacdo. Tal fato se torna mais grave pelo
fato de que, em uma reacdo tipica no estado solido a velocidade méaxima geralmente se da no

inicio da reacdo (VYAZOVKIN; WIGHT, 1997).
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O avanco da reacao € medido de uma forma diferente das reacdes em solucéo,
ja que o conceito de concentracdo ndo se aplica em reacdes no estado solido. Neste caso,
adota-se o grau de conversdo (a), que pode ser definido como uma fun¢do da massa
decomposta, da quantidade de gas evolvido ou da quantidade de calor liberado ou absorvido
pela reacdo, dependendo do método termoanalitico que esta sendo utilizado. Em uma reacéo
determinada pelo uso de termogravimetria, a velocidade de reacdo global acaba

correspondendo a velocidade de formacdo do gas de decomposicao.

Existem varios métodos descritos na literatura, que variam basicamente com
relacdo ao tratamento matematico envolvido. De um modo geral, objetiva-se utilizar os dados
experimentais obtidos para verificar sua adequacdo a determinados modelos matematicos
(HOUSE, 2007).0s modelos sdo basicamente classificados na forma das curvas obtidas
através da plotagem de o em fungdo do tempo ou da/dt em fungdo do tempo, sendo, neste
caso, classificados como aceleratorios, nos quais a velocidade de rea¢do aumenta com o
tempo, desaceleratorios, nos quais a velocidade de reagdo diminui com o tempo, lineares, nos
quais a velocidade de reacdo permanece constante, e sigmoidais, nos quais existe uma relacao
gaussiana entre a velocidade e os valores de a. Os modelos podem ser classificados também
mecanisticamente, e, neste caso podem ser divididos em difusdo, contracdo, nucleacdo e

ordem de reacdo (HOUSE, 2007; KHAWAM; FLANAGAN, 2006).

As principais leis de velocidade de reacdo no estado sélido, em sua forma

integral g(x) estéo representadas na tabela 1.
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Tabela 1: Leis de velocidade para Reag6es no estado sélido utilizados neste estudo (HOUSE,
2007; KHAWAM; FLANAGAN, 2006):

Descrigéo Forma Matematica
g(x)=kt
Curvas com Aceleragdo o vs. Tempo
Lei Exponencial Ina
Curvas a vs. Tempo sigmoidais
A1.5 Avrami-Erofeev crescimento unidimensional do nicleo [-In (1-0)]?"°
A2 Avrami-Erofeev crescimento bidimensional do ntcleo [-In (1-a)]"?
A3 Avrami-Erofeev crescimento tridimensional do ndcleo [-In (1-0)]*°
A4 Avrami-Erofeev [-In (1-o)]
B1 Prout-Tompkins In [o/(1-a1)]

Curvas o, vs. tempo com desaceleragdo baseadas em modelos
geomeétricos

R1 Contracio unidimensional 1-(1-a)*”

R2 Contracio de area 1-(1-a)*?

R3 Contragéo de volume 1-(1-a)*®
Curvas o vs. Tempo com desaceleracao baseadas em difusao

D1 Difusdo unidimensional o

D2 Difuséo bidimensional (1-o)In(1-a)+a
D3 Difusio tridimensional [1-(1-a)*)?
D4 Ginstling-Brounhstein [1-Qa/3)]-(1-a)*°
Curvas o vs. Tempo com desaceleracdo baseadas na ordem da reagéo

F1 12 ordem -In (1-0)

F2 22 ordem 1/(1-a)

F3 3%ordem [1/(1-0)]?

A determinacdo do modelo que descreve a decomposi¢cdo térmica de um
material, apesar de em determinados casos ser bastante problematica, em vista da
complexidade das reacbes em estado solido, constitui-se em uma parte importante no

esclarecimento do mecanismo de reagdo envolvido no processo.

Em alguns casos, uma etapa do processo de decomposicdo pode ser descrita
adequadamente por apenas um tipo de modelo em todas as faixas de temperatura utilizadas

em um estudo isotérmico. O farmaco antibiético fosfomicina, nas formas de sal calcico e
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dissodico, teve o seu processo de decomposicdo térmica investigado através de métodos
isotérmicos e nao isotérmicos, sendo determinado o modelo de reacdo de primeira ordem (F1)
como o mais adequado na descricdo de sua principal etapa de decomposi¢do (VECHIO;

RODANTE; TOMASSETTI, 2001).

Em outros casos, se fazem necessarios mais de um modelo para se descrever
determinadas reagdes no estado sélido. Estudando o processo de desidratacdo do hidroxido de
magnésio, verificou-se uma predominancia nos modelos de nucleacdo na descricdo de tal
processo, sendo que das quatro temperaturas testadas, em uma o modelo de reacdo de
primeira ordem descreveu 0 processo com maior adequacdo, enquanto nas outras trés
temperaturas, 0 modelo de nucleacdo com crescimento bidimensional demonstrou ser mais

adequado (HALIKIA; NEOU-SYNGOUNA; KOLITSA, 1998).
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2 OBJETIVOS

No atual panorama de crescente interesse em novos metalofarmacos para
tratamento de diversas enfermidades, o principal objetivo deste trabalho € agregar novos
conhecimentos sobre metalofarmacos contendo ligacdes metélicas maultiplas de ruténio,
complexados com farmacos anti-inflamatérios ndo esteroides, que sdo promissores como
antitumorais.

Os objetivos principais foram: (i) sintetizar os metalofarmacos de
diruténio(Il,111) com FAINEs, (ii) investigar sua estabilidade no estado solido, (iii) verificar
sua solubilidade aquosa e (iv) verificar sua lipofilicidade.

Os objetivos especificos deste trabalho foram: (i) sintetizar o complexo
precursor [Ruy(O,CCH3)4Cl] e os complexos de diruténio(ll,111) contendo o farmacos
ibuprofeno e cetoprofeno (figura 4), (ii) desenvolver metodologia sintética para a obtencédo de
um complexo inédito contendo o farmaco fenoprofeno (figura 4), (iii) caracterizar 0s
complexos sintetizados utilizando diferentes técnicas instrumentais; (iv) avaliar a estabilidade
no estado sdlido dos complexos Ru,-ibp e Ru,-cet utilizando termogravimetria isotérmica, (v)
avaliar a solubilidade aquosa dos complexos e seus respectivos farmacos de origem, (vi)
avaliar a lipofilicidade dos complexos [Ru,(O,CCHj3)4Cl], Ru,-ibp, Ru,-cet e dos farmacos
2ibuprofeno, cetoprofeno e fenoprofeno calcico através da determinagdo do coeficiente de
particdo dos mesmos pelo método shake flask e (vi) avaliar a velocidade de dissolucao

intrinseca do Ru,-ibp.

2 oH OH @\ 0
(U : I o

1 2 3

Figura 4: Férmulas estruturais do cetoprofeno (1), ibuprofeno (2) e fenoprofeno (3), em sua forma 4cida
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3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1 Reagentes e solventes
Acetona, grau de pureza p.a - Synth
Acetonitrila, grau de pureza p.a. - Synth
Acido a-metil-4-isobutil-fenil acético (ibuprofeno) — Natural Pharma Produtos
Farmacéuticos Ltda.
Acido 2-(3-benzoilfenil)-propibnico (cetoprofeno) — Sigma-Aldrich
Acido acético, grau de pureza p.a. - Merck
Agua destilada — Purelab Méaxima
Anidrido acético, grau de pureza p.a. - Merck
Brometo de potéssio, pureza espectroscépica, PIKE Technologia
Cloreto de célcio anidro, grau de pureza para dessecador, Synth
Cloreto de potéssio — grau de pureza p.a — Merck
Dipropanonato de 2-(3-fenoxi-fenil) célcio dihidratado (fenoprofeno célcico
dihidratado) — Sigma Aldrich
Etanol, grau de pureza p.a. - Synth
Gas nitrogénio, grau de pureza industrial — White Martins
Gas oxigénio, grau de pureza medicinal — White Martins
Metanol, grau de pureza p.a. - Synth
n-Octanol, grau de pureza p.a. - Merck
Pentoxido de fosforo — Vetec quimica

2-Propanol, grau de pureza p.a - Merck
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3.2 Técnicas e Equipamentos

3.2.1 Anélise Elementar
As medidas de analise elementar foram efetuadas em um equipamento
Elementar Analyzer CHN, modelo 2400 da Perkin-Elmer. no laboratério da Central Analitica

do 1Q-USP.

3.2.2 Espectroscopia de Emissdo Atdmica com plasma induzido (ICP-AES)
As anélises de ICP-AES para ruténio foram realizadas em um equipamento

Spectro Ciros CCD. As medidas foram realizadas na Central Analitica do 1Q-USP.

3.2.3 Espectroscopia Eletronica

Os espectros eletronicos de absorcdo dos complexos em solucdo de
aproximadamente igual a 1 mmol L™ foram registrados em um espectrofotdmetro Shimadzu
modelo UV-1650PC, usando-se cubetas de quartzo de caminho dptico 1,0 cm.

Os espectros eletrénicos de absor¢do dos compostos no estado sélido foram
registrados em um espectrofotdbmetro ASD-Analytical Spectral Devices, modelo FieldSpec 3
Spectroradiometres, equipado com fibra optica do Laboratério de Quimica Supramolecular e
Nanotecnologia do 1Q-USP. Os espectros foram registrados em um intervalo de 350 a 2500

nm.

3.2.4 Espectroscopia Vibracional da Regido do Infravermelho
Os espectros vibracionais FT-IR na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™)
foram registrados através de reflectancia difusa em um aparelho ABB Bomem — MB series,

modelo 120, sendo o resultado convertido para transmitancia. As amostras no estado solido
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foram trituradas com brometo de potassio grau espectroscopico, previamente secado em

estufa, em um almofariz de agata, e introduzidas no porta amostras.

3.2.5 Condutividade Molar

As medidas de condutividade molar foram efetuadas com um condutivimetro
Digimed modelo DM-31, utilizando-se solucdo padrédo de cloreto de potassio recentemente
preparada, de condutividade especifica 146,9 uS cm ™, e uma célula de constante k = 0,1 cm™
como padrdo de referéncia para o uso de solventes organicos. Os compostos foram
dissolvidos em acetonitrila, metanol e etanol para preparar solucbes de concentracdo 1,0

mmol L*. Todas as medidas foram realizadas em temperatura ambiente, e convertidas

automaticamente para a temperatura de 25 °C através do software do aparelho.

3.2.6 Susceptibilidade magnética

Utilizou-se 0 método de Faraday com o auxilio de uma balanca CAHN,
modelo DTL 7500 e padrdo tetra(tiociano)cobaltato de mercdrio(ll), Hg[Co(SCN),], que
apresenta o valor de susceptibilidade (y,) em 16,44x10° unidades CGS Gauss™ a 20°C, e 6 =
+10°. As medidas da amostra, do padréo e do porta-amostra foram efetuadas em triplicatas, na

presenca e auséncia de campo magnético (1 Tesla) a temperatura de 25 °C.

Os valores de susceptibilidade magnética das amostras foram determinados
com base no seguinte procedimento (FIGGIS; LEWIS, 1965; PERESIE; STANKO; MULAY,

1975):

A partir dos valores de massas (= 20 mg) medidos para amostra e padréo,
calculou-se a susceptibilidade magnética por unidade de massa da amostra (y,) de acordo com

aequacao 2:
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Onde:

Xa € Xp = susceptibilidade magnética por unidade de massa da amostra e do padrao,

respectivamente;
m, € m, = massa da amostra e do padrdo, respectivamente;

A; e A, = diferenca entre as massas com campo magnético e sem campo

magnético da amostra (a) e padrao (p);

da € 8y = diferenca entre as massas com campo magnético e sem campo magnético

do porta-amostras da amostra (a) e do padrdo (p);

Em seguida, o valor da susceptibilidade magnética molar da amostra (yw) pode

ser calculado utilizando-se a equacéo3:

Xm = x. % Massa molar (3)

Na sequéncia determinou-se o valor susceptibilidade magnética molar corrigida
da amostra (x’m) (Eq. 4), ou seja, levando em consideracdo a contribuicdo diamagnética de
ions e ligantes presentes na amostra, sendo estas corre¢es diamagnéticas estimadas usando-
se as constantes de Pascal. Os valores utilizados como corre¢do diamagnética se encontram no

Apéndice 1, Tabela Al.

Xw = x wtCorrecdes Diamagnéticas (4)
O valor do momento magnético efetivo da amostra (p) foi calculado utilizando-

se a equacdo 5, sendo T = temperatura em Kelvin.

1=2,84x',xT (5)
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Por fim, o nimero de elétrons desemparelhados da amostra (n) foi calculado

pela equacao 6:
p=1/n(n+2)(6)

3.2.7 Difratometria de Raios-X Método do P4

Os difratogramas de raios-X foram obtidos em um difratdmetro Rigaku,
modelo Mini Flex, com anodo de cobre (radiagio Ka = 1,541 A). As varreduras foram feitas
no intervalo de 20 de 2 a 70°, com passo de 0,02° entre cada ponto. As amostras sélidas, apds
terem sido trituradas em um almofariz de agata, foram espalhadas em laminas de vidro e

compactadas com a ajuda de espatulas e laminas de vidro.

3.2.8 Anélises Térmicas

Os experimentos de termogravimetria (TG) e calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) foram executados em um equipamento TG/DSC modelo STA PC Luxx,
marca Netzsch, acoplado a um espectrdmetro de massas QMS 403C Aelos e um injetor de
gases Pulse TA, ambos fabricados pela Netzsch. As curvas TG/DSC e 0s espectros de massa
dos principais gases liberados na decomposicdo térmica das amostras (principalmente H,O e
CO,) foram registrados em atmosfera de ar sintético e nitrogénio, com taxa de aquecimento de
10 °C min™, até a temperatura de 1000 °C. As amostras foram pesadas em cadinho de

alumina, sendo a massa aproximadamente igual a 10 mg.

3.2.9 Espectrometria de massas
O experimento foi conduzido na Central Analitica do 1Q-USP, em um
equipamento MicroTOF Bruker-Daltonics, HV 4500 V, Nebulizador a 4 L min™, fluxo de 240

uL h'' e temperatura d €180° C. Foi utilizado metanol como solvente para as amostras.
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3.3 Sinteses dos Tetracarboxilatos de Diruténio(l1/111)

3.3.1 Sintese dos Complexos [Ruy(act)4Cl], [Ruz(cet)4Cl] e [Ru,Cl(ibp)4]

O complexo precursor tetrakis(acetato)clorodiruténio(ll,111), [Ruz(act)4Cl] foi
sintetizado de acordo com procedimento descrito na literatura (RIBEIRO, 2006). Os
complexos tetrakis(cetoprofenato)clorodiruténio(ll,111), [Rua(cet)4Cl], e
clorotetrakis(ibuprofenato)diruténio (I1,111), [Ru.Cl(ibp)4] foram sintetizados e caracterizados
conforme procedimentos ja descritos na literatura por nosso grupo de pesquisa (RIBEIRO et

al., 2008; SANTOS et al., 2012).

3.3.2 Sintese do Complexo [Ru,Cl(feno),]

Para a sintese do complexo inédito clorotetrakis(fenoprofenato)diruténio(ll,111),
[Ru,Cl(feno)4] utilizou-se a seguinte metodologia: em um baldo de sintese, dissolveu-se 250
mg de [Ruz(act)4Cl] em 70 mL de metanol, sob agitacdo e atmosfera de nitrogénio. Apos a
dissolugdo completa, adicionou-se uma solugdo contendo 550 mg de fenoprofeno célcico
dissolvido em 70 mL etanol absoluto. A mistura foi mantida em refluxo, sob agitacdo
constante em atmosfera de nitrogénio por um periodo de 4 h. Evaporou-se completamente o
solvente com o auxilio de um rotaevaporador e lavou-se o residuo de cor marrom com trés
porc¢des de adgua destilada gelada (aproximadamente 50 mL cada). Dissolveu-se o precipitado
em 30 mL de etanol absoluto e evaporou-se novamente o solvente sob fluxo de nitrogénio. O
solido marrom pastoso obtido foi mantido em um dessecador sob vacuo contendo cloreto de

calcio e pentoxido de fosforo por aproximadamente 72 h, para secar. Rendimento: 84 %.
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3.4 Avaliacdo da estabilidade de compostos no estado solido utilizando determinacao

isotérmica de variacdo de massa

As curvas isotérmicas, foram obtidas com um aparelho TG/DSC modelo STA
PC Luxx, marca Netzsch, em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL min™'s. As massas
das amostras (aproximadamente 15 mg) foram pesadas em cadinho de alumina. A taxa de
aquecimento até a temperatura de andlise isotérmica foi de 10 °C min™. A temperatura
desejada atiginda foi, entdo, mantida por 60 min para o monitoramento da perda de massa da

amostra.

As temperaturas utilizadas para o estudo foram: 200, 210, 220, 230, 240, 250,
260 ,270, 280 e 290 °C para 0 Ru,-ibp, e 220, 230, 240, 250 e 260 °C para 0 Ru,-cet. A
temperatura inicial do estudo corresponde a perda de aproximadamente 5 % da massa inicial,
e as demais temperaturas foram selecionadas dentro do intervalo do evento principal de perda
de massa determinado para cada complexo através de uma curva de aquecimento dindmica
(200-320 °C, ~79% de perda de massa para 0 Ru,-ibp e 200-320 °C, ~55% de perda de massa

para 0 Ru,-cet).

Os valores de perda de massa foram convertidos em valores de grau de
conversdo — a — (também denominado fracdo da amostra que reagiu ou andamento de reacéo),
cujos valores variam de 0 a 1, sendo a a fragdo que reagiu, e (1- o) a fracdo da amostra que
ainda ndo sofreu reacdo. A velocidade de reacdo no estado solido pode ser escrita como a
variagdo de a em relagdo ao tempo (da/dt), e a reacdo se completa quando 0=1,0. O célculo de

a utiliza a expressao (Eq.7):

a=m,/m, 7
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em que m; € a percentagem de massa perdida no tempo t e mg é a percentagem de perda de
massa tedrica perdida no total.

Para a andlise cinética isotérmica utilizou-se 0 método de ajuste ao modelo
(GALWEY; BROWN, 1995). Com o auxilio de uma série de equacGes descritas na literatura
(Tabela 1) na forma de f(x), substitui-se o valor de o em cada uma das equagdes, nas
diferentes temperaturas de forma a obter-se uma reta quando se plota f(x) versus t em min. O
valor da inclinacdo corresponde a constante de velocidade de reacdo k, para uma equacao com

a forma (Eq. 8)

f (x)=kt (8)

Quanto mais préximo da unidade for o valor do coeficiente de correlacéo,
obtido através da andlise de regresséo linear, mais adequado o modelo pode ser considerado
(HOUSE, 2007). Com os valores obtidos para k, através do uso direto da equacdo de
Arrhenius (Eq.1) pode-se calcular a energia de ativacdo do processo de degradacdo térmica.

Plota-se os valores de In k em funcdo da reciproca da temperatura em kelvin.
Sendo o gréfico de In k em funcdo de 1/T linear, o intercepto dara o valor de In A (fator pré-
exponencial) e a inclinacdo -E/R (a energia de ativacdo). Utilizou-se o valor de 8,314 J K™
mol™ para a constante universal dos gases R.

Alternativamente, construiu-se o grafico de In(da/dt)msx , @ velocidade maxima
de decomposicdo na temperatura selecionada em fungdo da reciproca da temperatura em
kelvin para se realizar o célculo da energia de ativagdo (HALIKIA; NEOU-SYNGOUNA;
KOLITSA,1998).

O terceiro método de calculo envolveu a plotagem do logaritmo natural do
tempo de decomposicdo para uma perda de massa pré-determinada (10%), em funcdo da

reciproca da temperatura em kelvin (CIDES et al., 2006).



-39 -

3.5 Determinacéo da solubilidade aquosa em equilibrio

Para a analise da solubilidade aquosa dos farmacos e dos complexos, foi
utilizado o método de determinacao da solubilidade em equilibrio. Em um erlenmeyer, a um
volume de 30 mL de agua destilada foi adicionada uma massa de soluto acima da quantidade
suficiente para saturar solugdo aquosa, de acordo com os valores de solubilidade aquosa
descritos na literatura para os farmacos, ou do valor obtido através de testes preliminares em
25 °C, através do acompanhamento do espectro eletrénico da solucdo ao longo do tempo. Os
frascos foram vedados com um septo de borracha, para prevenir evaporacao e colocados em
uma incubadora a temperatura de 37 °C, e sob agitacdo de 200 rpm durante 72 h. Depois,
retirou-se uma aliquota do sobrenadante e filtrou-se com uma membrana Millipore® de poro
22 um. Registrou-se o espectro das solucgdes nas regides do UV e visivel. Quando necessario
foi feita a diluicdo das solucdes obtidas (nas proporcdes de 1:10 (V:V) e 1:5 (V:V) solucéo:
agua destilada). A quantificacdo foi realizada através da utilizacdo de uma curva de calibracéo
previamente determinada (Apéndice 3, figura Al) nos comprimentos de onda 221 nm

(ibuprofeno), 265 nm (cetoprofeno) e 271 nm (fenoprofeno).

3.6 Determinacéao do coeficiente de particdo

Os coeficientes de particdo dos complexos e dos farmacos foram determinados
pelo método shake flask. Pesou-se em balanca analitica exatamente a quantidade suficiente de
amostra para atingir a concentracéo de 1 mmol L™*em 20 mL de solugio (Apéndice 2, Tabela
A2) e dissolveu-se em 10 mL de n-octanol. Quando necessério, foi utilizada sonicacdo ou a
adicdo de uma pequena porcdo de metanol (1%) para auxiliar a dissolugcdo da amostra na
fracdo octanolica (SANGSTER, 1997). Manteve-se a solucdo sob agitacdo magnética, ao
abrigo da luz. Paralelamente, realizou-se a pré-saturagdo do sistema: em um funil de

separacgdo, adicionou-se 20 mL de &gua destilada e 10 mL de n-octanol. Foi montado um
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dispositivo que permitisse um maior controle de temperatura e agitacdo suave e uniforme do
sistema (figura 5). A temperatura de analise foi de 25 °C, a velocidade de agitacdo de 120 rpm
e 0 tempo de saturacdo foi de 60 min. Apds a saturacdo do sistema, adicionou-se a solucéo
octandlica contendo a amostra e procedeu-se a agitacdo nas mesmas condicGes citadas acima.
O sistema foi mantido ao abrigo da luz para evitar uma possivel degradacdo dos constituintes.
Terminado o tempo de agitacdo, colheu-se uma aliquota de cada uma das fases (aquosa e
etanolica) para realizar-se a quantificacdo através de especroscopia eletrénica. A absorbancia
medida foi comparada com aquelas das curvas de calibracdo previamente construidas

(Apéndice 3, Figuras Al a A5, tabelas A3 a A7).

Figura 5: Aparato utilizado para a determinagdo do coeficiente de particdo
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3.7 Determinacdo da solubilidade dos complexos Rus-ibp e Ru,-cet em misturas de agua
e cossolventes
Os solventes selecionados para este foram metanol, etanol e 2-propanol, todos

utilizados sem tratamento prévio.

Os experimentos foram conduzidos a 25 °C. Para cada par binario de
cossolvente/dgua, uma série de misturas foi preparada, adicionando-se x gramas de
cossolvente, a (20-x) gramas de agua, de modo a se obter 20 g de cada solucdo. Utilizou-se as
proporcdes cossolvente:agua 10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9 e 0:10 (m:m). As
massas pesadas foram utilizadas para os célculos das fragdes molares dos solventes presentes
em cada sistema. Aliquotas de 1,00 a 3,00 mL destas misturas foram colocadas em frascos de
penicilina, e adicionadas de uma massa conhecida em excesso do complexo em estudo. Os
frascos foram hermeticamente fechados com rolhas de borracha, selados com Parafilm para
evitar evaporacao e levados a uma incubadora sob agitacdo de 150 rpm durante 24 h (tempo
pré-determinado para o equilibrio através do acompanhamento do espectro eletrbnico das
solucBes com cossolventes puros). Aliquotas foram retiradas de cada frasco para
quantificacdo do complexo por espectroscopia eletrénica. Cada amostra foi diluida em de
acordo com o cossolvente utilizado e quantificacdo foi realizada por comparac¢ao a uma curva

de calibracéo previamente construida (Apéndice 3, figuras A2 a A5, tabelas A4 a A7).

3.8 Determinacéao da velocidade de dissolucao intrinseca do complexo Ru,-ibp

A determinacéo da velocidade de dissolucdo intrinseca do Ru,-ibp foi realizada
um aparelho Dissolutor Pharmatest® PTWS 610 (figura 6). O ensaio foi realizado em uma
cuba de dissolucdo ambar de Plexiglas com capacidade para 250 mL. O meio de dissolucéo
constituiu-se de uma mistura de etanol:agua destilada 50:50 (m:m), desgaseificada por 10 min

com o auxilio de ultrassom. Utilizou-se um aparato de Wood de ago inoxidavel, com 150 mg
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de amostra submetida a uma compressao de 2,5 t durante 2 min em uma prensa hidraulica
Carver 4350 L. A velocidade de rotacdo foi fixada em 75 rpm. -A temperatura do ensaio foi
mantida constante em 37,0+0,2 °C. Aliquotas de 10,0 mL foram retiradas de 10 em 10 min,
sendo reposto 0 mesmo volume de meio para a manutencdo das condicGes sink (condicdo na
qual a concentracdo de saturacdo € muito maior do que a concentra¢do do meio, Cs>>C). As
aliquotas recolhidas foram analisadas por meio de espectroscopia eletrénica e comparadas
com uma curva de calibracdo previamente construida (Apéndice 3, figura A4, Tabela A6).
Plotando-se os valores de massa dissolvida em funcdo do tempo, a inclinacdo da reta fornece
o valor da velocidade de dissolugdo intrinseca em mg-cm? -min® (UNITED STATES

PHARMACOPEIA, 2012).

Figura 6: Dissolutor Pharmatest PTW 610

3.9 Graficos, ilustracdes e analise estatistica

Os graficos utilizados na tese foram construidos com o auxilio do software
Origin® 8.0 para Windows®.
As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software Gnumeric

versdo 1.10.17 para Linux.
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SimulacGes de espectro de massas foram realiadas com o auxilio do software

ESI Compact 1.3 for MicroToF Data Analysis 4.0® para Windows®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao dos complexos Ru,-act, Ru,-ibp e Ru,-cet

Os métodos de sintese dos complexos Ruy(CH3COOQO)4CI], (Rug-act);
[RuCl(ibp)s]; (Ruz-ibp); e [Ruy(cet)4Cl], (Rup-cet) ja se encontram descritos na literatura,
portanto a caracterizacdo dos mesmos foi realizada de forma simplificada, visando apenas a
garantia de identidade e pureza dos produtos. A seguir sdo descritos os resultados obtidos por

analise elementar e espectroscopia vibracional.

4.1.1 Anélise elementar

Os resultados de elementar dos complexos encontram-se descritos na tabela 2 e

apresentaram concordancia com os valores calculados para as formulas propostas.

Tabela 2:Resultados das analises elementares dos complexos sintetizados

Complexo / Formula %C %C %H %H
molecular calculado  experimental calculado  experimental
Ru,-cet / 61,1 60,9 4,5 4,6
[RU2(016H1303)4C|]
Ru,-ibp / 59,1 59,2 6,4 6,5
[RU2C|(C13H1702)4]
Ru,-act / 20,2 20,1 2,6 2,6
RUz(CHgCOO)4C|]

4.1.2 Espectroscopia vibracional da regido do infravermelho

Nos tetracarboxilatos de [Ru,]**as ligagBes ruténio-ruténio sdo estabilizadas
principalmente pela coordenacdo do carboxilato aos dois ions metélicos em ponte. Tais
ligagBes podem ser identificadas pelas frequéncias caracteristicas dos modos de estiramentos

simétrico, vs(COQ") e antissimétrico, v,(COQ), cujas bandas ocorrem normalmente nas faixas
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de 1330-1460 cm™ e 1440-1650 cm™, respectivamente. J& as vibracdes que correspondem aos
modos de estiramentos que envolvem o ruténio e os ligantes, v (Ru-O) e v (Ru-Cl), ocorrem
geralmente em regides de baixa frequéncia (500-140 cm™) (MISKOWSKI; LOEHR; GRAY,

1987; MISKOWSKI; GRAY, 1988).

A figura 7 mostra o espectro vibracional do Ru,-act, sendo possivel identificar
as bandas de vibragdes caracteristicas vs(COO") e vo(COO’), em 1400 cm™ e 1448 cm™,
respectivamente. A diferenca de valores de frequencias de estiramento antissimétrico e
simétrico (Av = 48), é um forte indicativo da ligacao do tipo ponte, pois aproxima-se do valor
relatado na literatura para este tipo de coordenagéo (51 a 75 cm™) (COTTON; PEDERSEN,
1975). A banda em 693 cm™ pode ser atribuida a0 modo de deformacdo angular do acetato,
8(COO). Ja as bandas encontradas em 2989 e 2935 cm™ relacionam-se aos modos v(CHa),

presentes no ligante acetato do complexo precursor.
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Figura 7: Espectro vibracional na regido do infravermelho do Ru,-act

Os espectros vibracionais dos complexos Ruy-cet e Ru,-ibp, comparados com

0s respectivos farmacos de origem estdo apresentados nas figuras 8 e 9.
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Figura 9: Espectro vibracional na regido do infravermelho do Hlbp (—) e Ru,-ibp (—)

As tabelas 3 e 4 mostram as principais atribuigcdes tentativas das principais
bandas (abaixo de 1800 cm™) nos espectros vibracionais do Ru,-cet e do Rux-ibp e seus
respectivos farmacos de origem, comparadas com o0s respectivos valores relatados na

literatura.



- 49 -

Tabela 3: Atribuicdo tentativa das principais bandas observadas (abaixo de 1800 cm-1) nos
espectros FTIR do Ruz-cet e do cetoprofeno

Banda vibracional Ru,-cet Ru,-cet valores  Cetoprofeno Cetoprofeno
(SANTOS et al.,, experimentais (VUEBAetal.,, valores
2012) 2006) experimentais
v C=0 4cido - - 1697vs 1695vs
carboxilico

v C=0 cetona 1657s 1657s 1657vs 1656vs
va (CO0), vs (COO)  1472s, 1407s 1470s, 1407s - -
0 COO 715vs 715vs - -
v (Ru-0O) 485s 484s - -

vs=muito forte, s=forte, m=médio, w=fraco, sh=ombro

Tabela 4:Atribuicdo tentativa das principais bandas observadas (abaixo de 1800 cm-1) nos
espectros do FTIR Ruz-ibp e ibuprofeno

Banda vibracional Ru,-ibp Ru,-ibp valores  Ibuprofeno Ibuprofeno
(ANDRADE et  experimentais (VUEBA,; valores
al., 2000) PINA; experimentais
BATISTA DE
CARVALHO,
2006)
v (CO) - - 1720s 1719s
va (COO0), vs (COO)  1464s, 1411s 1463s, 1410s - -
v (CO-H) - - 691m 693m
v (Ru-0) 492m 490m - -

vs=muito forte, s=forte, m=médio, w=fraco, sh=ombro

Os resultados obtidos nas duas analises, para os dois complexos demonstraram

sucesso nas sinteses e os qualificaram para o prosseguimento das analises.
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4.2 Caracterizacao do [Ru,Cl(feno)4]

Foram feitas algumas tentativas de sintese do [Ru,Cl(feno)s], (Ru,-feno),
utilizando-se a metodologia adaptada da sintese do Ru,-ibp em que se usa como solventes
agua e etanol, principalmente pelo fato de ambos possuirem baixa toxicidade (RIBEIRO et
al., 2008). O farmaco utilizado para na sintese, o sal calcico do fenoprofeno, apresenta maior
solubilidade aquosa em relacdo a sua forma acida. O método de sintese do Ru,-ibp descrito na
literatura utiliza a forma acida do ibuprofeno. No caso do fenoprofeno calcico, aparentemente,
a presenca de ions célcio em solugcdo aquosa interfere no equilibrio de troca dos ligantes

acetato presentes no precursor pelo ligante fenoprofeno.

A falta de sucesso nestas tentativas levou a necessidade da utilizacdo de um
procedimento alternativo, tal como descrito no presente trabalho. Como o solvente de sintese,
0 metanol, apresenta uma toxicidade acentuada (KORABATHINA; BENBADIS; LIKOSKY,
2013), tomou-se um cuidado especial para a eliminacdo completa do metanol usado no meio
reacional, através das mdultiplas lavagens descritas no procedimento, e de uma secagem

eficiente através de rota evaporacao.

O produto obtido apresentou uma coloragdo marrom escura, € mostrou-se
insoltvel em agua, porém soltvel em alguns solventes orgénicos testados, tais como etanol

absoluto, metanol e acetona.

4.2.1 Andlises elementares e ICP-AES

Os resultados da anélise elementar para o complexo Ru,-feno sdo apresentados na

Tabela 5.
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Tabela 5: Resultados das analises elementares

Formula %C calc %C exp %H calc %H exp %Ru calc %Ru exp
molecular
[Ru,CI(C1sH1303)s] 59,6 59,2 4,7 4,7 16,1 14,8
-1EtOH

Os resultados obtidos experimentalmente demonstram boa concordancia com
0s percentuais calculados de acordo com as formulas moleculares propostas, com excecéao da
porcentagem de ruténio na amostra, obtida por ICP. Tal problema ja foi relatado
anteriormente (SANTOS, 2012), e deve-se a uma imprecisao por parte do aparelho utilizado
na deteccdo de concentraces muito grandes de ruténio em determinadas amostras. A
molécula de etanol apresentada na férmula molecular foi estimada considerando-se um
melhor ajuste nos calculos. Tal hipétese foi posteriormente confirmada nos estudos de analise

térmica, conforme relatado no item 4.2.7.2.

4.2.2 Espectroscopia eletronica

Duas bandas principais sdo esperadas para tetracarboxilatos de diruténio(ll,111).
A primeira, na regido do visivel (=425-480 nm) ¢ atribuida a transicdo m(Ru-O, Rup)—
n*(Ruy), e outra banda, na regido do infravermelho proximo (=960-1100 nm) que é atribuida a
transi¢ao d(Ruy)— 6*(Ruy). A primeira banda apresenta intensidade maior do que a segunda
(AQUINO, 1998). As duas bandas podem ser observadas no espectro eletrénico do Ru,-feno

no estado solido (Figura 8).
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Figura 10: Espectro eletrdnico do Ru,-feno obtido no estado solido

Nos espectros eletronicos em solucdo (Figura 11), é possivel visualizar-se a
banda em 427 nm em metanol, 431 nm em etanol e 442 nm em DMSO (tabela 6). Tal banda
apresenta-se deslocada para maior energia, comparadas ao so6lido, uma vez que a literatura
descreve a formacdo de cadeias poliméricas através do ligante axial (cloreto) na maioria dos
complexos do tipo [Ru2(O,CR)CI] (DE OLIVEIRA SILVA, 2010). Geralmente em solucéo,
tal cadeia € quebrada e o solvente pode coordenar-se nas posigdes axiais.

O deslocamento da banda relacionada a transicdo n(Ru-O, Ru)— n*(Ruy)
pode ser observado para os trés solventes utilizados, sendo maior o da solugdo metandlica, por
se tratar de um solvente coordenante e de carater polar. A banda atribuida a transicao
d(Ruz)— 6*(Ruy) quase ndo pode ser observada em solucdo, ao contrario do espectro no
estado solido, em virtude da baixa concentracdo das solucdes usadas no estudo. Tal
comportamento é observado em complexos de estrutura semelhante (RIBEIRO, 2006; DOS

SANTOS 2009, SANTOS; BERGAMO; DE OLIVEIRA SILVA, 2012).
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Outra banda, que pode ser observada claramente no espectro da solu¢do em
dimetilsulfoxido em =550 nm, pode ser atribuida a transicéo eletronica 6*(Ruz)— o*(Ru-0).
Tal transicdo é proibida, mas sugerida atraves de célculos tedricos (AQUINO, 1998;
CASTRO; ROITBERG; CUKIERNIK, 2008). Nos espectros etanol e metanol nao é possivel
visualizar tal banda. E possivel que a coordenacdo com o DMSO através do atomo de
oxigénio nas posicOes axiais, pelo fato do mesmo ser um ligante de carater um pouco mais
mole, em substituicdo aos ligantes cloreto, faca com que ocorra um relaxamento nas regras de

selecdo atraves da reorganizacao estrutural do complexo (ANGARIDIS, 2005).
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Figura 11: Espectros eletronicos do Ru2-feno em solugdes de metanol (—), etanol (—) e DMSO (—)

A tabela 6 sumariza as atribui¢des das principais observadas para o complexo

em solucéo e no estado solido.
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Tabela 6: Atribuicdo das transicdes eletronicas observadas para o Ru2-feno no estado sélido e
em solucdo (metanol, etanol e DMSO)

Comprimento de onda
(nm)/Absortividade molar (g) Atribuicéo
cm™ mol™ L

S6lido 1095 d(Ruz)— 6*(Ruy)

Sdlido 456

Metanol 427 / 1130 n(Ru-0, Rup)— m*(Ruy)
Etanol 431/1123

DMSO 442/ 808
o(Ru-Cl)—n*(Ruy)

DMSO 558 / 572 5*(Ruip)—s 6*(Ru-O)

4.2.3 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

A figura 12 mostra os espectros vibracionais na regido do infravermelho para o
fenoprofeno célcico e o complexo Rup-feno. Diferentemente do caso de outros farmacos
acidos utilizados no nosso grupo, o fenoprofeno ja se encontra desprotonado. Por este motivo
ndo apresenta as bandas caracteristicas dos estiramentos dos grupamentos OH e C=0 (uma
banda larga entre 2500 e 3400 cm™ e uma banda intensa em torno dos 1700 cm™,
respectivamente).

No espectro do fenoprofeno calcico pode-se visualizar as bandas relativas ao
estiramento antissimétrico e simétrico do grupamento COO" envolvido em ligagdo idnica em
1565 e 1420 cm™, respectivamente (NAKAMOTO, 2009). O espectro é similar ao relatado na
literatura (AGOTEGARAY; BOERIS; QUINZANI, 2010, POTU et al., 2011).

No espectro do Rup-feno pode-se observar bandas em 1458 e 1408 cm™,
correspondentes aos modos de estiramento antissimétrico e simeétrico dos grupos carboxilatos.
O valor da diferenga (A,) apresentou-se razoavelmente dentro da faixa para a ligagdo do
carboxilato em ponte para esta classe de compostos (entre 51 e 75 cm™). O indicio mais forte

da ocorréncia da complexacdo foi o desaparecimento da banda relativa ao estiramento
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simétrico do carboxilato envolvido em ligacdo idnica e 0 surgimento de uma nova e intensa
banda em 1409 cm™ ao qual se atribui o estiramento simétrico do carboxilato ligado ao nticleo
metalico. A presenca de um ombro na regi&o de 1557 cm™ pode ser atribuido a vane .A banda

em 488 cm™, é relativa ao estiramento da ligag&o Ru-O.
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Figura 12— Espectro vibracional na regido do infravermelho do fenoprofeno célcico (—)e Ru,-feno (—)

4.2.4 Condutividade Molar

As medidas de condutividade molar (Tabela 7) mostram que o complexo sintetizado
ndo se comporta como eletr6lito em nenhum dos solventes usados. As amostras foram
dissolvidas nestes solventes por apresentarem algumas caracteristicas ideais para as medidas
de condutividade, como: alta constante dielétrica e baixa viscosidade. Os baixos valores

encontrados estdo fora da faixa para eletrélitos do tipo 1:1, tanto para o complexo em metanol
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(80-115 S.cm? mol™) em acetonitrila (120-160 S.cm? mol™) e etanol (35-45 S.cm? mol™)
(GEARY, 1971). O valor elevado de condutividade encontrado para a solucdo metandlica, no
entanto, sugere a existéncia de um equilibrio entre as espécies [Rua(feno)s(met),]” e[Ru,

Cl(feno)met].

Tabela 7: Condutividades molares (AM) para o complexo sintetizado

AM (S.cm?mol™)

Complexo
acetonitrila metanol etanol

[Ru, CI (feno)4] 3,6 56,3 15,8

4.2.5 Susceptibilidade magnética

Baseando-se na peculiaridade do nimero de elétrons desemparelhados para 0s
tetracarboxilatos de diruténio(ll,111) com estrutura em gaiola, as medidas de susceptibilidade
magnética apresentam-se como uma importante ferramenta de caracterizacdo dos complexos
derivados que tem esta estrutura basica. Por meio das medidas e utilizando-se dos célculos
descritos nas secdes acima, é possivel verificar a presenca ou ndo de trés elétrons
desemparelhados que indicam a configuaraciao eletronica o’ it & mr? o+t para o estado
fundamental, caracteristica desta classe de compostos dando forte evidéncia da presenca de
ligagdo metal-metal. A tabela 8 mostra os resultados obtidos. O complexo apresentou
momento magnético efetivo com valores bastante proximos ao esperado, conforme descrito

na literatura (entre 3,8 e 4,4 M.B) (COTTON; PEDERSEN, 1975).

Tabela 8: Valores de massas, suscetibilidades magnéticas molares e momentos magnéticos
efetivos do Ru,-feno

massa * M X107
Complexo (mg) A(mg) A(mg) (CGlS u(M.B.)
a p a_ p a P mol™)
[RuCl(Feno)] -1 546 198 12 28 11 11 545 3.7

EtOH
*na auséncia de campo magnético.
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4.2.6 Difratometria de Raios-X

A figura 13 mostra os difratogramas obtidos do farmaco fenoprofeno célcico,

do precursor Ruy-act e do complexo Ru,-feno.

— 6;5
s
=
©
o
2 — 13,1
2
[}
©
(]
=]
k%)
@
E /V~5‘5

T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

20 (Graus)

Figura 11: Difratogramas de raios X de pé do farmaco fenoprofeno calcico (—), Ruy-act (—) e Ru,-feno (—)

O difratograma obtido para o fenoprofeno célcico esta de acordo com o
descrito na literatura, um material de carater cristalino pertencente ao sistema monoclinico,
com os parametros de célula a=19,018 A, b=7,738 A, ¢=19,472 A, p=91.66° (TOBIEN;
VARLASHKIN, 2002). O precursor Ruy-act também apresenta seus parametros de célula
descritos na literatura, a=8,207 A, b=7,440 A, ¢=11,320 A, =95,46°, pertencendo também ao
sistema monoclinico (CAPLAN et al.,, 1988; CUKIERNIK et al.,, 1998; MARTIN;
NEWMAN; VLASNIK, 1980). O difratograma de raios-X do po obtido neste trabalho é
coerente com o relatado anteriormente pelo nosso grupo (RIBEIRO, 2006).

Ja o difratograma do Ru,-feno apresentou padrdo de material de baixa

cristalinidade, diferentemente dos dois compostos de partida, mas semelhante a outros
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compostos da mesma classe sintetizados previamente por nosso grupo de pesquisa (SANTOS,
2012). A auséncia de picos que poderiam ser eventualmente atribuidos aos reagentes de
partida (fenoprofeno calcico e Ru,-act) indica que ndo ha contaminacdo destes na forma

cristalina no produto final.

4.2.7 Analises Térmicas

4.2.7.1 Fenoprofeno célcico

As curvas de andlises térmicas (TG, DTG e DSC) do farmaco fenoprofeno calcico
em atmosfera de ar sintético e as curvas de emissdo de H;O) e COyq detectados pelo
espectrometro de massa nessa atmosfera sdo apresentadas nas Figuras 12 e 14. As curvas das
analises térmicas em atmosfera de nitrogénio e as respectivas curvas de emissdo de H,O(q €

CO;y(g) detectados pelo espectrometro de massa s&o mostrados, nas Figuras 16 e 17.
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Figura 14: Curvas das analises térmicas do farmaco fenoprofeno calcico em atmosfera de ar sintético
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Figura 15: Emissdo de gases em funcdo da temperatura de aquecimento do fenoprofeno célcico em atmosfera de
ar sintético (H,0=18, CO,=44)
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Figura 16: Curvas das analises térmicas do farmaco fenoprofeno calcico em atmosfera de nitrogénio
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Figura 17: Emissdo de gases em funcdo da temperatura de aquecimento do fenoprofeno calcico em atmosfera de
nitrogénio (H,0=18, CO,=44)

Observando-se as curvas de TG/DTG/DSC do farmaco fenoprofeno calcico nas

duas atmosferas utilizadas para o estudo, 0 que se pode notar basicamente séo diferencas no
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numero de etapas de decomposi¢cdo. A porcentagem de massa residual é bastante semelhante

para ambos o0s casos (10,2% em atmosfera de ar sintético 10,8 % em atmosfera de nitrogénio).

O primeiro evento de perda de massa (acompanhado de um sinal endotérmico
relativamente agudo registrado pelo DSC com Tmax em torno dos 100° C) pode ser associado
em ambos 0s casos a perda das moléculas de dgua de hidratacdo do fenoprofeno calcico: os
valores encontrados foram de 6,5 e 7,0% para as atmosferas de ar sintético e nitrogénio
respectivamente, e sao bastante coerentes com o valor calculado de 6,5 %, tomando-se como
base as duas moléculas de agua de hidratacdo indicados na sua formula molecular. Os sinais
registrados no espectrdometro de massas ddo suporte a esta afirmacdo, conforme pode ser

observado nas figuras 13 e 15.

Além da diferenca no niumero de etapas de perda de massa nas duas atmosferas
utilizadas, nota-se também uma diferenca na temperatura de inicio da decomposi¢do do
farmaco. Em atmosfera de ar sintético ela se inicia com duas perdas de massa de 6,4 ¢ 9,9%
nas temperaturas de 197 e 248 °C, indicado por dois eventos exotérmicos no DSC e pela
liberacdo de H,O e CO,, conforme pode ser visto na curva registrada pelo espectrometro de
massas. Os eventos posteriores também sdo exotérmicos, sendo que entre 400 e 600 °C nota-
se um evento altamente energético, acompanhado de grande perda de massa (totalizando
58,4%) e liberacdo de grande quantidade de CO; e &gua, sendo esta a principal etapa de

decomposicéo para o experimento realizado nesta atmosfera.

A analise dos resultados obtidos em atmosfera de nitrogénio mostra a etapa
principal de perda de massa com pico DTG em aproximadamente 500 °C (perda de massa de
70,5%), associado a um sinal endotérmico parcialmente encoberto registrado pelo DSC. Este
sinal ndo pode ser relacionado, a principio, a uma combustdo pelo fato da atmosfera nao
conter Oy, e os sinais relativos a CO; e H,O no espectrometro de massas apresentam uma

baixa intensidade. A degradacdo do fenoprofeno calcico em atmosfera inerte pode seguir um
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caminho reacional mais complicado, gerando uma série de intermediarios, 0s quais nao
puderam ser resolvidos, até o momento, atraveés da espectrometria de massas, devido as
caracteristicas do proprio equipamento, cujo método de ionizacdo fragmenta intensamente a
amostra e também devido ao aumento de temperatura, que contribui com uma fragmentacao

maior das amostras antes de chegar ao detector.

Em atmosfera de ar sintético, a Ultima etapa de decomposi¢do inicia-se em
aproximadamente 600° C (perda de massa de 6,77%), e gera apenas sinal caracteristico de
emissdo de CO,. Na atmosfera de nitrogénio, a ultima etapa inicia em uma temperatura maior
(700° C, perda de massa de 8,8%), também tendo como principal gas de emissdo o CO,. A
presenca de calcio na molécula de fenoprofeno calcico gera a possibilidade de o produto final
de decomposicdo nas duas atmosferas pode ser dxido de calcio (CaO). Nesse caso, a massa
residual equivaleria a aproximadamente 10,1 %, um valor bastante proximo ao da massa
residual encontrada experimentalmente. Ainda levando em consideracdo essa hipotese, a
ultima etapa pode ser atribuida a decomposicdo do carbonato de célcio (CaCOg), formado
como produto intermediario em temperaturas elevadas, e se decompondo em CaO e CO, (DE

SOUZA et al., 2013)

4.2.7.2 Ru,-feno

As curvas de andlises térmicas (TG, DTG e DSC) do complexo Ruy-feno em
atmosfera de ar sintético e as curvas de emissdo de H,O) e CO,q detectados pelo
espectrometro de massa nessa atmosfera sdo apresentadas nas Figuras 18 e 19. As Figuras 20
e 21.mostram as curvas das analises térmicas em atmosfera de nitrogénio e as respectivas
curvas de emissdo de H,Og e COyq detectados pelo espectrometro de massa nessa

atmosfera.
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Figura 18: Curvas das analises térmicas do complexo Ru,-feno em atmosfera de ar sintético
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Figura 19: Emissdo de gases em funcéo da temperatura de aquecimento do Ru,-feno em atmosfera de ar sintético
(H20=18, COZ=44)
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Figura 20: Curvas das analises térmicas do complexo Ru,-feno em atmosfera de nitrogénio
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Figura 21: Emissdo de gases em funcdo da temperatura de aquecimento do Ru,-feno em atmosfera de nitrogénio
(H,0=18, CO,=44)

O primeiro evento de perda de massa, em ambas as atmosferas, pode se
relacionar com a perda de moléculas de solvente cristalizacdo, em especial o etanol, que foi o
ultimo solvente utilizado para dissolver o complexo antes da secagem final. O fato de o sinal

relativo a agua poder ser visto nas duas curvas de emissdo de gases pode ser explicado pelo
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fato de os solventes utilizados para a sintese e para a dissolugédo posterior (metanol e etanol
absoluto, respectivamente) poderem conter quantidades variaveis de agua, o que explicaria a
sua presenca no produto sintetizado, em quantidades pequenas, como mostram os graficos
gerados pelo espectrdmetro de massas. Para tentar confirmar a presenca dos solventes de
sintese e dissolugcdo no produto final, também foi feita a investigacdo de sinais relativos ao
etanol e metanol no espectrdmetro de massas. As curvas obtidas podem ser vistas nas figuras

22 e 23.
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Figura 22:Emissdo de gases em fungdo da temperatura de aquecimento do Ru,-feno em atmosfera de ar sintético
— sinais relativos ao etanol (principais fragmentos)
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Figura 23: Emissdo de gases em funcdo da temperatura de aquecimento do Ru,-feno em atmosfera de nitrogénio
— sinais relativos ao etanol (principais fragmentos)

Nas duas figuras podem-se notar os sinais relativos aos principais fragmentos

do etanol (m/z 31, 45 e 46). A porcentagem de perda de massa para a primeira etapa, em
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ambas as atmosferas foi de 3,7%. Corrigindo-se a massa do Ru,-feno para acomodar uma
molécula de etanol de cristalizacdo e procedendo-se o calculo de sua porcentagem na massa
total, o valor encontrado foi de 3,7 %, bastante préximo ao obtido experimentalmente. Com a
hipdtese da existéncia de uma molécula de etanol de cristalizacdo, a massa molar do Ru,-feno
deve ser reescrita com um valor de 1248,8 g mol ™. Consequentemente os valores calculados
para as porcentagens de carbono e hidrogénio para se comparar com os valores obtidos por
analise elementar foram recalculados, assumindo os novos valores de 59,6% para o carbono e
4,6% para o hidrogénio, bem proximos dos valores obtidos experimentalmente (59,2% para o

carbono e 4,7% para o hidrogénio, tabela 5).

Nesse caso também se podem notar diferencas entre as curvas obtidas nas duas
atmosferas. Uma delas encontra-se nas massas residuais. Em atmosfera de ar sintético, a
massa residual totalizou 21,1 %, enquanto que em atmosfera de nitrogénio o valor encontrado

foi de 18,1 %.

Conforme visto em trabalhos anteriores (RIBEIRO, 2006), o produto final da
decomposicdo térmica dos tetracarboxilatos analogos de diruténio(ll,1l1l) € o RuO, , em
atmosfera de ar sintético. Partindo-se desse pressuposto, pode-se calcular o valor esperado de
perda de massa do complexo sintetizado, considerando-se a formula molecular

[Ru,CI(Feno),]-1 EtOH, e a equacédo que descreve a reacdo de decomposi¢do como:

[Ru,CIFeno)4] -1EtOH — 2 RuO;, + x H,0O +y CO, + Demais produtos

De acordo com os célculos, chegou-se ao valor de 78,7% (massa residual de
calculada=21,3%), valor este bastante préoximo dos encontrados experimentalmente,

principalmente comparado com o resultado obtido em ar sintético.
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Realizando o mesmo tipo de célculo descrito acima, mas supondo que:

[Ru,CIFeno)4] -1EtOH — 2 Ru + x H,O +y CO, + Demais produtos

O resultado obtido € de 83,8% (massa residual calculada=16,2%), que fica

razoavelmente proximo do obtido para a atmosfera de nitrogénio.

A decomposicdo do complexo em atmosfera de ar sintético apresenta uma
etapa de decomposicdo principal, com pico DTG em aproximadamente 280 °C, com uma
perda de massa proxima de 50%, acompanhado de emissdo de CO; e H,0, conforme indicado

na curva de emissdo de gases (figura 16).

4.2.8 Espectrometria de massas

Foram observados varios picos no espectro de massas obtido, com padrdo de

distribuicéo isotdpica do ruténio.

Os principais fragmentos encontram-se nas razdoes m/z 803, 985 e 1164, e

podem ser vistos em detalhe na figura 24
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Figura 24: Detalhe do espectro de massas do Ru2-feno, mostrando os trés fragmentos principais

O primeiro fragmento (m/z 803) pode ser atribuido a um produto intermediario, que apresenta
2 ligantes equatoriais acetato e dois ligantes equatoriais fenoprofenato de formula
[Ruz(CH3CO0),(C15H1303),]" O segundo fragmento (m/z 985) pode ser atribuido a outro
produto intermediario que apresenta 3 ligantes equatoriais fenoprofenato e um ligante
equatorial acetato, de foérmula [Ruy(CH3COO)(CisH1303)3]*. O terceiro pico poderia ser
atribuido ao fon molecular formado com a perda do ligante axial cloreto, [Ruy(feno)s]*

correspondente a m/z de 1167, mas existe uma diferenca significativa de 3 unidades de m/z.

A figura 25 mostra o pico atribuido ao ion molecular em detalhe.
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Figura 25: Detalhe do pico correspondente ao ion molecular, m/z 1164

O pico encontra-se alargado, o que poderia ser indicio de outro produto de
reacdo com razdo m/z préximo ao valor do ion molecular. Pode-se apenas especular a natureza
deste contaminante. Pelo fato da sintese ter sido realizada em meio orgénico, uma das
possibilidades seria a formacgdo de clusteres trinucleares de ruténio com ponte u-oxo, ou
estruturas assemelhadas (ALEXIOU; DOVIDAUSKAS; TOMA, 2000) Tomando-se como
ponto de partida razdes m/z proximas a 1164, foi feita uma simulacdo destes picos via
software, e ap6s, uma simulacdo do somatdrios dos sinais atribuidos a essas razbes m/z
somados com o sinal do ion molecular, m/z 1167. A figura 26. mostra os picos simulados para
uma m/z 1163 e o ion molecular (1167), o somatdrio dos dois, e 0 pico obtido através da

analise.
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Figura 26: Espectros de massa (1) simulagdo para m/z 1163(—) e m/z 1167(—); (2) somatdrio dos dois picos e (3)
pico obtido na analise

Pode-se observar uma sobreposicdo razoavel entre os espectros obtido e o

simulado, o que é um reforgo a suposicao da existéncia de algum contaminante com m/z 1163.

A razdo massa carga 1163 corresponderia exatamente a uma estrutura
contendo 3 ligantes fenoprofenato e 2 ligantes acetato, com a férmula
[RuzO(CH3CO0),(C15H1303)s]". Os clusteres trinucleares de ruténio podem apresentar os
estados de oxidacéo, entre elas Ru(I1I)Ru(IN)Ru(ll). Se a espécie em questdo apresentar essa

configuracdo, o complexo apresenta a carga positiva unitaria, conforme a férmula proposta.

A presenca de outros picos, principalmente os de m/z menor do que o atribuido
ao ion molecular constitui-se em um indicio de que o produto final da sintese apresenta
impurezas que nao puderam ser detectadas através dos outros métodos analiticos. Ha a
possibilidade de o comportamento dos intermediarios [Ruy(CH3COO),(C1sH1303)2]" e

[Ruz(CH3COO0)(C1sH1303)3]" frente aos diferentes métodos analiticos ser semelhante ao Ru,-
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feno. N&o ha também como se saber a quantidade dos mesmos no produto final. Pode ser que

a mesma seja pequena, dificultando sua deteccéo.

A existéncia destes intermediarios de reacdo poderia ocorrer devido ao tempo
reacional proposto inicialmente ndo ser suficiente para que ocorra a troca completa dos quatro
ligantes equatoriais acetato do precursor pelos ligantes fenoprofenato do farmaco. Para
verificar-se esta hipotese, fez-se um ensaio de acompanhamento dos produtos de reacao de
sintese de hora em hora até o total de 7 horas, também atraves da espectrometria de massas.
Né&o se verificou nenhuma variacéo significativa do espectro visto na figura 24 desde o inicio

até o término do acompanhamento, quer seja na sua proporc¢ao relativa ou razdo m/z.

Analisando os resultados obtidos, apesar de a maioria dos testes de
caracterizacdo apontar para o sucesso da sintese, existem fortes indicios de que o produto final
se trata de uma mistura de produtos intermediarios de sintese e outras espécies que nao
puderam ser identificadas. Tal resultado parece ndo ser influenciado pelo tempo de reacédo
.Com isso, reforca-se a necessidade da utilizacdo de varios métodos de caracterizacao para se

certificar da identidade do produto de uma sintese inédita.
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4.3 Avaliacdo da estabilidade de compostos no estado solido utilizando determinacéo

isotérmica de variacao de massa

Os dados utilizados para a construcdo dos graficos de Arrhenius, e para 0s

calculos da energia de ativacdo estdo mostrados no Apéndice 4, tabelas A7 a Al1.

4.3.1 Ruy-ibp
A figura 27 mostra o grafico do grau de conversdo (o) em fungdo do tempo

para as diferentes temperaturas selecionadas no estudo.
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Figura 27: Grau de conversao (o)) versus tempo para a decomposi¢do térmica do Ru,-ibp

Pode-se notar que quanto maior a temperatura do experimento isotérmico, mais
rapidamente a reacdo de decomposi¢cdo ocorre. Nota-se também que o valor do grau de
conversdo maximo obtido aumenta de maneira uniforme. Os primeiros 10 minutos de reacéo

parecem ser, em todos 0s casos, a etapa rapida de decomposicdo. Pode-se notar em todos 0s
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casos a desaceleracdo com o decorrer do tempo, que € mais ou menos rapida dependendo da
temperatura do estudo. A analise visual preliminar da forma das curvas mostra pouca ou
nenhuma evidéncia do formato sigmoide ou aceleratorio, um indicio de que modelos
desaceleratorios poderiam ser adequados para descrever o processo de decomposicdo do Rus-
ibp para a maioria das temperaturas de estudo. O grafico do grau de conversdo em funcéo do
tempo, permite analisar individualmente qual o modelo matematico mais adequado para
descrever o processo de decomposicdo no estado solido. Para tal analise os valores de o
obtidos do gréafico da figura 25 foram inseridos em uma equacdo matematica e se realizou a
plotagem desta equacdo em funcdo do tempo. Se o modelo for adequado, o grafico sera uma
reta cujo coeficiente angular é igual a constante de velocidade k. Quanto maior o coeficiente
de correlacdo obtido, melhor 0 modelo descreve a decomposi¢do térmica do material em
estudo. Os dados do tratamento matematico para os modelos possiveis que poderiam

descrever a decomposicdo térmica do Ru,-ibp sdo mostrados na tabela 9.

Tabela 9: Modelos sugeridos para descrever a decomposicdo térmica do Ru,-ibp, nas
temperaturas utilizadas no estudo

Temperatura Equagdo de cinética de decomposicao Coeficiente de correlagdo

(°C) no estado sélido obtido por regresséo linear
200 3% ordem (F3) 0,9998
210 Difuséo tridimensional (D3) 0,9777
220 Difuséo tridimensional (D3) 0,8873
230 32 ordem (F3) 0,9804
240 3% ordem (F3) 0,9889
250 32 ordem (F3) 0,9999
260 3% ordem (F3) 0,9996
270 2% ordem (F2) 0,9996
280 22 ordem (F2) 0,9999
290 Difuséo tridimensional (D3) 0,9925

Uma tabela completa, contendo todos os valores de coeficiente de correlagdo

calculados para todos os modelos se encontra no Apéndice 5, tabelas A12 e A13. De um
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modo geral, os coeficientes de correlacdo obtidos sdo bastante satisfatorios para todos os
modelos propostos. Os modelos que representam desaceleracdo, de difusdo ou baseados em
reacdo quimica apresentaram os melhores coeficientes, podendo ser considerados os que
melhor descrevem o processo de decomposicao térmica do Ru,-ibp.

Em cinco temperaturas estudadas o modelo que melhor descreve a
decomposicdo térmica do Ruy-ibp € o de reacdo de 3* ordem (F3), em outras duas
temperaturas, temos reacdo de 22 ordem (F2) e nas temperaturas restantes, difuséo
tridimensional (D3).

Para 220 °C foi encontrado o valor mais baixo de coeficiente de correlacédo
obtido para todos os modelos testados. Uma possivel explicacdo para isso pode ser buscada
através da analise da curva de decomposicao dinamica do Ruy-ibp em atmosfera de nitrogénio
(Figura 28). Se analisarmos individualmente a curva termogravimétrica, o processo principal
de perda de massa parece constante e homogéneo. Porém, se analisarmos a curva de DTG,
pode-se notar um “ombro”, ou seja, uma porcdo da curva cuja perda de massa sofre uma
pequena alteragdo. A temperatura na qual o esta variacdo acontece coincide com a

temperatura em que o menor coeficiente de correlagdo foi obtido.
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Figura 28: Curvas de termogravimetria e termogravimetria derivada do complexo Ru,-ibp em atmosfera de
nitrogénio

Existem duas possibilidades de explicacdo para o significado fisico deste
“ombro”. A primeira seria a de modificacio do caminho reacional de decomposi¢cdo do
complexo estudado, um fenbmeno nem um pouco incomum, uma vez que a maioria das
reacfes no estado sélido parece seguir um caminho complexo (VYAZOVKIN; WIGHT,
1997). A segunda seria a formacdo de uma barreira fisica que dificultaria a emanagdo dos
produtos gasosos produzidos durante a reacdo pela amostra. Com isso, a massa da amostra
permaneceria constante apesar do andamento da reacdo. Observando o modelo que descreve a
decomposic¢édo do Ru,-ibp na temperatura posterior, reacdo de 32 ordem, tem-se um reforgo na
segunda hipétese, uma vez que desde a temperatura inicial selecionada para o estudo, a
decomposic¢éo encontra-se melhor descrita por este modelo.

Apesar de o modelo de 3% ordem descrever com grande adequagédo 0 processo
de decomposicdo do Ru,-ibp para a maioria das temperaturas em alguns casos outros modelos

apresentaram melhores valores de coeficientes de correlacdo. Aliado a isto, tem-se 0 evento

que ocorre em 220 °C, o que pode comprometer o célculo do valor da energia de ativacdo do
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processo de decomposicdo global da amostra. Para tentar contornar este problema, foi feita
uma aproximacao para a realizacdo do célculo utilizando a constante k. Considerou-se o
modelo de 3% ordem o mais adequado para descrever o processo de decomposic¢do em todos 0s
valores de temperatura (0 ponto em 290 °C foi suprimido por apresentar um valor anémalo).

A figura 29 mostram o grafico de Arrhenius obtido.
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Figura 29: Gréafico de Arrhenius obtido para a processo global de decomposicdo térmica do Ru,-ibp nas
diferentes temperaturas, supondo-se 0 modelo de 32 ordem (desprezando-se o ponto em 290 °C)

Analisando-se a figura, pode-se dividir a curva em duas regides. Nota-se que

na primeira (1), que representa as temperaturas iniciais (e portanto maiores valores de 1/T),
ocorre uma certa dispersdo nos pontos, enquanto a segunda (2) demonstra um perfil
praticamente linear. O aspecto geral da curva esta de acordo com os dados da tabela 9 para a
descricdo do processo de decomposi¢cdo do Rui,-ibp. Enquanto que na primeira metade da
tabela, entre as temperaturas de 200 a 220 °C ocorre certa heterogeneidade nos modelos que
descrevem a decomposicgéo, nas temperaturas acima de 220 °C, podemos adotar 0 modelo de

32 ordem como o de melhor adequacéo.
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O célculo da energia de ativacdo por este método, portanto, foi realizado
apenas com a porcdo linear da curva da figura 29, sendo o grafico de Arrhenius obtido

mostrado na figura 30.

2

Ink[F3]

Equation y=a+b*x
-4 || Adj. R-Square 0,98767
Value Standard Error
1B Intercept 54,02023 3,14177
B Slope -30,0039 1,67329
-5 T T T T T T T T T T T T T T T T 1

1,80 1,82 1,84 1,86 1,88 1,90 1,92 1,94 1,96
1000/T(K")

Figura 30: Gréfico de Arrhenius obtido para a processo global de decomposicéo térmica do Ru,-ibp no
intervalo de 240 a 280 °C, considerando o0 modelo de 32 ordem [F3]

Através do célculo descrito, chegou-se a um valor de 249,4+1,7 kJ mol™ para a
energia de ativagéo.

Foi também realizado o célculo da energia de ativacdo utilizando-se a
velocidade maxima de decomposicdo para cada temperatura. O processo de decomposi¢édo
dos complexos precisou ser tratado em separado, uma vez que nos primeiros minutos de
analise houve uma grande perda de massa inicial (fase rapida) refletido no valor de a, o que
torna a analise do conjunto de dados problematica principalmente para as temperaturas mais

altas utilizadas no ensaio (HALIKIA; NEOU-SYNGOUNA; KOLITSA,1998).
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O valor de (do/dt)msx para cada temperatura foi extraida diretamente do grafico
de grau de conversdo versus tempo, e utilizado para a obtencdo do grafico de Arrhenius. Foi
realizada a plotagem do valor do logaritmo natural de cada ponto versus a reciproca da
temperatura, para o calculo da energia de ativacdo, determinada através do coeficiente angular
obtido atraves da andlise de regressdo linear. A figura 31 mostra o grafico de Arrhenius

obtido.
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Figura 31: Gréafico de Arrhenius obtido utilizando-se a velocidade maxima de decomposicdo do Ru,’ibp nas
diferentes temperaturas

A energia de ativacdo calculada através deste método foi de 51,2+0,4 kJ mol™.
O terceiro método de célculo, utilizando o logaritmo natural do tempo em
funcdo da reciproca de temperatura para a construg¢do do grafico de Arrhenius, utilizando-se

uma perda de massa fixa, esta ilustrado na figura 32.



- 80 -

3,5+
3,0
2,5
E 2,0
S
=
c
= 1,51
104 Equation y=a+b*x
’ Adj. R-Square  0,99822
Value Standard Error
05 B Intercept  -30,69321 0,68721
’ B Slope 16,03585 0,33859

T T L L — 1
1,94 196 1,98 200 202 204 206 208 210 212
1000/T (K™)

Figura 32: Grafico de Arrhenius obtido utilizando-se o tempo necessario para uma perda de 10% de massa do
Ruy’ibp nas diferentes temperaturas

Através deste método, o valor da energia de ativacdo calculada foi de

133,3+0,3 kJ mol ™,

4.3.2 Ru,-cet
O estudo da cinética de decomposicao isotérmica do Ru,-cet envolveu cinco
temperaturas, variando de 220 a 260 °C. O gréafico do grau de conversdo em funcao do tempo

é mostrado na figura 33.



-81-

1,04

0,8 4
X2 = 220°C
8 06 e 230°C
5 240 °C
§ v 250°C
O 04 260 °C
(0]
©
3
©
0) 0,2 4

0,0

Tempo (min)

Figura 33: Grau de conversdo (o) versus tempo para a decomposi¢do térmica do Ru,-cet

Como no estudo anterior, o perfil da variagdo de o em funcdo do tempo
apresenta uma etapa rapida seguida de desaceleracdo. A inspecdo visual preliminar das curvas
obtidas, porém, ndo nos permite uma analise muito precisa dos perfis, principalmente em
temperaturas mais altas, diferentemente do caso anterior.

Com efeito, quando comparamos com a decomposic¢ao do Ru,-ibp em que um
modelo predomina sobre os demais, na maioria das temperaturas, na decomposicdo do Ru,-
cet, nota-se que para cada temperatura foi encontrado um modelo de melhor adequagéo,

conforme mostrado na tabela 10.
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Tabela 10: Modelos sugeridos para a decomposic¢do térmica do Ruceto, nas temperaturas
utilizadas no estudo

Temperatura Equacéo de cinética de decomposicao Coeficiente de correlagao

(°C) no estado sélido obtido por regresséao linear
220 32 ordem (F3) 0,9999
230 Contracdo Unidimensional (R1) 0,9999
240 Avrami-Erofeev unidimensional (Al) 0,9999
250 12 ordem (F1) 0,9988
260 Difusdo tridimensional (D3) 0,9891

Neste caso ndo foi possivel a utilizagdo da primeira forma de célculo,
utilizando o valor da constante k, em virtude de ndo se poder fazer a mesma aproximagao que
foi feita no item anterior, uma vez que os dados se encontram extremamente heterogéneos,
conforme visto na tabela acima. Sendo assim, para o célculo da energia de ativacdo, utilizou-
se apenas a velocidade méaxima de decomposicdo e 0 tempo necessario para que houvesse
uma perda de 10% da massa da amostra inicial. Os gréficos de Arrhenius obtidos séo

mostrados na figuras 34 e 35.
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Figura 34: Gréafico de Arrhenius obtido utilizando-se a velocidade maxima de decomposi¢do do Ru,-ceto nas
diferentes temperaturas
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Figura 35: Gréfico de Arrhenius obtido utilizando-se o tempo necessario para uma perda de 10% de massa do
Ru,-ceto nas diferentes temperaturas

Os valores de energia de ativacdo obtidos foram de 108,6+0,5 kJ mole
105,9+1,3 kd mol ™,

A analise de uma curva termogravimétrica que representa a decomposicdo de
uma determinada substancia através do aumento linear da temperatura deve ser feita com
cuidado. Mesmo que a decomposicao aparentemente aconteca em apenas uma unica etapa, a
alteracdo dos parametros de analise (principalmente a prépria razdo de aquecimento) pode
revelar uma série de subetapas que talvez representem um caminho reacional mais
complicado (BROWN, 1988; DODD; TONGE, 1987; HAINES, 1995). Foi realizado um
experimento utilizando uma razdo de aquecimento mais baixa (5 °C min™) com o Rus-cet,
para tentar visualizar-se possiveis subetapas de decomposi¢do, 0 que poderia ser uma das
causas da ndo existéncia de um unico modelo a descrever o processo de decomposicédo

térmica.
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O resultado, visto na figura 36, ndo demonstra evidéncias de tais subetapas.
Mesmo a andlise da tabela completa, representando todos os resultados obtidos na analise
para o ajuste de modelo (Apéndice 5, tabela A13) ndo mostra nem mesmo homogeneidade no

tipo de curva predominante, quer seja ela sigmoidal, desaceleratoria ou aceleratoria.
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Figura 36: Curvas termogravimetria e termogravimetria derivada do complexo Ru,-cet em atmosfera de

nitrogénio com razao de aquecimento de 5°C min™

A tabela 11 mostra os valores calculados de energia de ativacdo para 0s

complexos envolvidos nesta etapa do trabalho.
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Tabela 11: Energias de ativagdo calculadas para os complexos envolvidos nesta etapa

Complexo Energia de ativagéo Energia de ativacéo Energia de ativacao
utilizando a constante k  utilizando a velocidade utilizando tige
(kJ mol™) maxima (kJ mol™)
(kJ mol™)
[Ru,Cl(ibp)4] 249,4+1,7* 51,2+0,4 133,3+0,3
[Ruy(cet)4Cl] NC 108,6+0,5 105,9+1,3

*A energia de ativacdo global para o complexo Ru,-ibp refere-se a obtida com apenas 5 das 10 temperaturas
utilizadas no estudo
NC = Néo Calculado

Os valores de energia de ativacdo calculados para 0 Ruj-ibp mostraram-se
bastante heterogéneos. Uma parte desta heterogeneidade pode ser atribuida as aproximacdes
utilizadas neste estudo, principalmente com relacdo ao calculo utilizando o valor das
constantes k obtidas através de regressdo linear dos modelos mais adequados na descri¢do da
cinética do processo de decomposicdao do complexo em questdo. Com relacdo aos valores
obtidos pelos dois outros métodos de célculo, apesar de no segundo caso ter-se utilizado
apenas as cinco primeiras temperaturas na obtencdo do resultado (em virtude da reacdo se
processar de uma forma extremamente rapida em temperaturas acima de 240 °C), esperava-se
um valor um pouco mais préximo. Sabe-se que em alguns casos existe uma grande variacéo
no valor que se obtém, dependendo do método de célculo (HALIKIA; NEOU-SYNGOUNA;
KOLITSA, 1998).

De um modo geral, os valores de alfa usados para calcular a energia de
ativacdo através de dt/danmsx estdo abaixo do valor de 10% de massa perdida pela amostra. Ao
analisar-se a curva termogravimétrica obtida em atmosfera de nitrogénio para o Ruj-ibp
(figura 26), pode-se perceber que este valor se encontra anterior ao ombro visualizado na
curva DTG, e que se sup0s correlacionado a algum processo fisico ou quimico que faz com

gue a massa ndo varie de forma uniforme como acontece com o restante da curva. Ha a
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possibilidade de a energia de ativacdo calculada por este método estar relacionada mais
fortemente a este processo do que ao processo de decomposicéo de fato.

De uma forma anéloga, o calculo da energia de ativacdo através do uso do
tempo necessario para uma perda de 10 %, a energia de ativacdo pode sofrer menos influéncia
do fendmeno descrito acima, o que resulta em um valor superior calculado para a energia de
ativacao.

Finalmente, sendo os dois valores obtidos pelos métodos descritos inferiores ao
calculado utilizando-se os valores das constantes k, e neste caso as temperaturas utilizadas
serem mais elevadas, aliado ao fato de os valores de grau de conversdao encontrarem -se bem
acima dos 10%, é razoavel supor que a energia de ativacdo calculada neste caso ndo sofre
nenhuma influéncia do possivel processo de difusdo visualizado na curva termogravimétrica
do Ru,-ibp. Dai o seu valor se encontrar bastante superior, inclusive, aos valores somados dos
outros dois métodos.

No caso do Rup-cet, os dois valores encontram-se bastante préximos, a
despeito de ndo se encontrar uma homogeneidade nos modelos que descrevem a
decomposi¢do do mesmo.

As diferengas encontradas no processo de decomposi¢do dos dois complexos
prejudicam a comparagdo entre os valores de energia de ativacdo, o0 que poderia ser um
indicativo de maior ou menor estabilidade téermica. Supondo que os valores de E estejam
relacionados apenas a decomposicdo dos complexos, se usarmos o valor calculado através de
dt/doma, 0 complexo Rup-cet apresenta um valor de E muito superior, podendo ser
considerado mais estavel termicamente. No entanto, se compararmos os valores de E obtidos
atraveés do tempo necessario para uma perda de massa de 10%, a situacéo se inverte, e o valor

do Ruy-ibp mostra-se superior.
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Uma possivel alternativa para dirimir esta ambiguidade de resultados seria a
utilizacdo de termogravimetria ndo-isotérmica (dinamica), através de métodos

isoconversionais e independentes de modelos (VYAZOVKIN; WIGHT, 1999).
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4.4 Determinacdo da solubilidade aquosa em equilibrio

4.4.1 Farmacos

A Tabela 12 mostra os resultados obtidos de solubilidade aquosa para 0s

farmacos utilizados no estudo, comparados com valores de solubilidade relatado na literatura.

Tabela 12: Solubilidade aquosa dos farmacos comparados com valores relatados na literatura

Farmaco Solubilidade experimental (mg mL™) Valores da literatura (mg mL™)

Ibuprofeno 0,07 0,04*; 0,37% 0,08°
Cetoprofeno 0,12 0,253* 0,24°
Fenoprofeno 2,4 2,5% 2,8

célcico

I OFTSSON et al., 1993, >GAVRILIN et al, 1999; 3CHOW:; KARARA, 1986 *SHENG et al., 2006; °FUJI et
al., 2000;° PATTERSON:; BARY, RADES, 2002; 'O°NEIL, 2006

A baixa solubilidade aquosa do ibuprofeno ¢ bastante conhecida (O’NEIL,
2006). Os resultados mostrados na tabela ilustram a grande variacdao no valor relatado para a
solubilidade do mesmo. O valor obtido para este trabalho ficou bastante proximo ao relatado

por Chow e Karara (1986).

No caso do cetoprofeno, o valor obtido neste trabalho ficou bem abaixo do
descrito em trabalhos anteriores. Geralmente os valores de solubilidade aquosa séo obtidos
com o auxilio de surfactantes, principalmente para farmacos pouco sollveis em &agua, ou
através de métodos matematicos, o que poderia explicar as diferengas obtidas. Alguns
trabalhos, inclusive, ndo trazem uma descrigdo detalhada quanto ao tempo utilizado para o
sistema atingir o equilibrio, temperatura e adi¢do ou ndo de agentes solubilizantes.

Ja o valor do fenoprofeno célcico ficou bastante proximo dos valores descritos
na literatura. Comparativamente aos outros farmacos, a solubilidade aquosa do fenoprofeno

calcico se mostra muito superior. Uma das principais modificacGes feitas para aumentar a
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solubilidade aquosa de um farmaco pouco soltvel € a sua conversao em sal (WELLS, 1988).
O fenoprofeno, em sua forma &cida, além de se apresentar como um 6leo viscoso, possui
baixa solubilidade aquosa (HIRSCH; MESSENGER; BRANNON, 1978), o que demonstra a

eficiéncia desta estratégia farmacotécnica.

4.4.2 Complexos

4.4.2.1 Ru,-cet

O espectro eletrénico obtido para a solu¢do aquosa saturada do complexo Ru,-
cet pode ser visto na figura 37. Pode-se notar que ndo € possivel de se visualizar banda
referente 4 transi¢ao m(Ru-O, Ruy)— m*(Ruy), pois a mesma apresenta um baixo valor de
absortividade molar, mesmo em solventes nos quais o complexo € mais solivel (SANTOS,
2012). Pode-se visualizar a banda de transicdo intraligante, referente ao cetoprofeno, em um
comprimento de onda de aproximadamente 260 nm, porém com um valor de absorbéancia
muito baixo (0,028), o que leva a conclusdo de que o complexo Ruy-cet ndo € soltvel em

agua, nas condic¢des experimentais utilizadas neste trabalho.
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Figura 37: Espectro eletrdnico da solugdo aquosa saturada do Ru,-cet
4.4.2.2 Ru,-ibp

A figura 38 mostra o espectro eletrdnico obtido para a solugéo aquosa saturada
do complexo Ru,-ibp. Como no caso anterior, a Gnica banda visivel é a banda referente a
transicdo intraligante do ibuprofeno (221 nm, absorbancia=0,164). Também como no caso

anterior, a absorbancia medida é bastante baixa.



-91-

0,7 4
0,6 ;
05
0,4 ;

0,3+

Absorbancia

0,2 4

0,1+

0,0 4

0,1 - : ‘ : ‘ : ‘ :
200 250 300 350 400

Comprimento de Onda (nm)

Figura 38: Espectro eletronico da solugdo aquosa saturada do Ruy-ibp

Ja era esperada a baixa solubilidade aquosa dos complexos, uma vez que 0S
farmacos de origem ja possuem baixa solubilidade aquosa. Isso, aliado ao fato de que a
porcdo hidrofilica dos mesmos esteja envolvida na coordenacdo com o ndcleo dimetalico,
levaria a uma diminuicdo da afinidade da molécula pela agua, acarretando uma baixa

solubilidade neste solvente.

4.5 Coeficiente de particao

Para a quantificagdo do soluto nas fases octanolica e aquosa, nos estudos de
coeficiente de particdo foram construidas duas curvas de calibracdo distintas para cada
sistema. A quantificacdo da fase aquosa foi realizada com o auxilio de curvas de calibragéo
obtidas por meio de solucdes aquosas. Ja a quantificacdo da fase octandlica foi realizada por
meio de curvas obtidas de solu¢des metanodlicas. Quando do término das anélises, foi retirada
uma aliquota de cada fase. A aliquota da fase aquosa foi diluida em agua, quando necessario,
enquanto a aliquota da fase octanolica foi diluida em metanol. Este procedimento foi adotado

com o objetivo de se evitar a construgdo de curvas de calibracgdo utilizando-se exclusivamente
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0 octanol como solvente, por se tratar de um liquido viscoso, fato que dificultaria sua medicao

de forma volumétrica e prejudicaria a precisdo das curvas.

Verificou-se se inicialmente a presenca de octanol alteraria o perfil de
absorbéancia dos complexos. Para tanto, preparou-se duas solugfes contendo a mesma
quantidade de soluto, sendo que em uma delas usou-se octanol na propor¢do de 1:10
octanol:metanol (V:V) como solvente, (a mesma quantidade da aliquota retirada da fase
octanolica pds-andlise). Ndo foram encontradas diferencas entre as curvas obtidas pelos dois

processos para nenhum composto utilizado neste estudo.

Os valores dos coeficientes de particdo, expressos em logP, encontram-se na

Tabela 13.

Tabela 13: Valores de logP para as amostras testadas

Amostra logP
Cetoprofeno 2,06
Fenoprofeno calcico -0,38
Ibuprofeno 2,35
Ru,-act -0,87
Ruz-cet 0,93
Ruy-ibp 2,03

Os valores de logP dos farmacos organicos nestas condi¢des experimentais
(shake flask, deteccéo espectrofotometrica) sdo diferentes dos valores relatados na literatura.
Deve-se ressaltar que fatores como temperatura, tempo e velocidade de agitacao, entre outros,
também influenciam. Em alguns casos, cita-se 0 método, mas ndo se encontra referéncia
quanto as condicdes em que o referido experimento é realizado. Estudos comparativos devem
ser efetuados com base em medidas efetuadas nas mesmas condi¢bes experimentais. Por

exemplo, sdo descritos para o ibuprofeno diversos valores de logP, dependendo do método
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utilizado: 1,79 pelo método estatico (TAKAHASHI et al., 2002), 2,99 por HPLC em fase
reversa (DESCHAMPS-LABAT et al.,1997) e 3,51 por shake-flask (PHILIPS; MICHINIAK,
1995), Para o cetoprofeno, os valores descritos sdo de 2,87, 3,20, 2,94, respectivamente para
0s mesmos métodos descritos, e, inclusive um valor diferente € relatado, 3,11; utilizando-se

tambem shake flask (MORIMOTO et al., 1992).

Os valores de logP obtidos neste trabalho indicam que os metalofarmacos
exibem perfis predominantemente lipofilicos. Em comparagdo com os correspondentes
farmacos organicos, os valores de logP indicam que: Rup-ibp apresenta carater lipofilico
semelhante ao do Hlbp; Ru,-cet exibe caréater lipofilico, porém o seu valor de logP é cerca de
duas vezes menor do que o do Hceto. O valor de logP do fenoprofeno célcico indica carater
hidrofilico, o que de certa forma ja era esperado, uma vez que apresenta-se na forma de sal,
uma modificacdo estratégica em farmacos que visa o aumento da solubilidade aquosa e
consequentemente sua afinidade pela agua. O complexo Ruj-act apresenta a maior
hidrofilicidade entre os compostos estudados, superior inclusive ao fenoprofeno calcio.
Novamente, este comportamento também era esperado devido a sua relativamente alta

solubilidade em agua.

Este € o primeiro estudo envolvendo nucleos dimetalicos de ruténio
complexados com farmacos ndo esteroides, no entanto, estudos realizados com outros
complexos contendo ruténio revelaram comportamentos distintos quanto a lipofilicidade dos
complexos, ocorrendo variacbes desde compostos hidrofilicos até lipofilicos, as quais
dependem principalmente do comprimento da cadeia carbonica e da lipofilicidade dos ligantes

envolvidos (JAIN et al., 2009; MENDONZA-FERRI et al., 2008; 2009; SAVA et al., 1999).
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4.6 Determinacdo da solubilidade dos complexos Ru,-ibp e Ru,-cet em misturas de agua

e cossolventes

4.6.1 Ruy-ibp

A figura 39, construida com os dados da tabela 14 , mostra o perfil observado
para 0 Ru,-ibp nas misturas de agua com os diferentes cossolventes.

Tabela 14 : Valores de solubilidade (mg mL™) do Ru,-ibp nas misturas de cossolvente:agua

Cossolvente ETANOL METANOL 2-PROPANOL
(% m/m)
Solubilidade (mg mL™) Solubilidade (mg mL™) Solubilidade (mg mL™)
+6(CV) +6(CV) +5(CV)
[Fragdo molar] [Fragdo molar] [Fragdo molar]
0 ND ND ND
[0,00] [0,00] [0,00]
10 ND ND ND
[0,042] [0,059] [0,032]
20 0,001 - ND ND
[0,089] [0,123] [0,069]
30 0,02 - ND ND
[0,143] [0,194] [0,114]
40 0,05 - ND 0,2-
[0,207] [0,273] [0,167]
50 0.8- 0,1- 0,7 -
[0,281] [0,360] [0,231]
60 56 - 1,5+0,06(4,0) 4,3+0,2(4,6)
[0,370] [0,457] [0,309]
70 7,6+0,16(1,5) 1,91+0,06(3,1) 7,9+0,06(0,8)
[0,477] [0,567] [0,412]
80 14,0+0,16(1,1) 8,2+0,1(1,2) 38,8+0,06(0,15)
[0,610] [0,692] [0,545]
90 102,1+0,06(0,06) 39,4 +0,06(0,146) 124,1+0,1(0,08)
[0,778] [0,835] [0,729]
100 164,9+0,06(0,04) 173,1+0,06(0,03) 244,5+0,0,6(0,02)
[1,00] [1,00] [1,00]

ND=néo detectado c=desvio padrdo CV=coeficiente de variagao(%)
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Figura 39: Perfil de Solubilidade do Ru,-ibp em diferentes misturas de alcoois:agua

Nota-se para todos os perfis um aumento exponencial da solubilidade do
complexo em funcdo do aumento da fracdo molar do solvente. Este aumento exponencial é
descrito na literatura para alguns farmacos (DUMANOVIC et al., 1992, KHALIFEH, 2000;
SHAWESH et al., 1998).

Pode-se perceber, observando-se as curvas, que a ordem de solubilidade nos
solventes puros (fracdo molar 1) é 2-propanol > metanol > etanol. Também se pode notar que
ndo ha nenhum aumento significativo de solubilidade para fracbes molares menores do que
0,4 (cerca de 60% de solvente m/m) para todas as misturas.

As misturas de 2-propanol/dgua mostraram-se mais adequadas para a
solubilizacdo do complexo em toda a faixa compreendida entre as fracbes molares que vao de
0,4al.

A andlise das curvas de solubilidade com as misturas de metanol/agua e
etanol/agua mostra uma tendéncia interessante. Apesar do Ru,-ibp ser mais soluvel em
metanol (173,1+0,06 mg mL™) do que em etanol (164,9+0,06 mg mL™),pode-se notar que em

toda a faixa de fracbes molares, inclusive nas fracfes mais ricas em agua, o Ru-ibp é mais
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soltvel nas misturas de etanol/dgua. Em outras palavras, o efeito cossolvente do metanol se
manifesta apenas em fracGes molares ricas neste solvente. A explicacdo reside no fato de a
estrutura dos dois alcoois em questdo possuirem uma diferenca no numero de atomos que
constituem a sua cadeia carbOnica. A presenca de um grande nimero de ligacGes de
hidrogénio faz com que a agua possa ser descrita como um liquido altamente organizado. A
adicdo de alcool a agua resulta em alteracGes nesta estrutura, de uma forma dependente da
concentracdo de alcool. A partir de uma determinada concentracdo, as moléculas de alcool
agem como desorganizadoras da estrutura da agua. Quanto maior a cadeia carb6nica do
alcool, menor é a concentracdo necessaria do mesmo para que visualizemos este efeito
(FRANKS; IVES, 1966; ONORI; SANTUCCI, 1996). Nota-se que as misturas de 2-
propanol/agua corroboram esse efeito. No entanto, este € apenas um dos fatores envolvidos,
deve-se levar em consideracdo também a forma como o soluto interage com a mistura de
solventes: pode-se supor que 0 Ruy-ibp apresente interacdes através de substituicdo axial, ou
seja, através da substituicdo dos cloretos por moléculas de solvente, ou também através de
interacOes intermoleculares dos ligantes equatoriais, que possuem natureza mais lipofilica. A
analise envolvendo o sistema soluto/cossolvente/agua € bastante complexa, pois ocorre
interacdo entre proprios solventes, interacdo do soluto com cada um dos solventes, e interacdo
do soluto com cada solvente em separado. A descricdo completa deste sistema deve levar em
consideracdo todos estes fatores (YALKOWSKY, 1999).

Se levarmos em conta apenas a lipofilicidade dos solventes, a ordem esperada
seria 2-propanol > etanol > metanol. No entanto vé-se que o Ru,-ibp € mais solivel em
metanol do que etanol, e deve-se levar em consideracéo a possibilidade de o solvente interagir
com o complexo pelas posi¢oes axiais (AQUINO, 1998). Os valores de condutividade molar

do Ruy-ibp em metanol o caracterizam com nao eletrélito. Porém pode-se propor que ocorre
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substituicdo parcial de cloreto pelo solvente, uma vez que o valor medido situa-se proximo ao
limite inferior da faixa indicativa de eletrdlito 1:1 (RIBEIRO, 2006).

4.6.2 Ru,-cet

A figura 40 , construida com os dados da tabela 15 mostra o perfil observado

para 0 Ru,-cet nas misturas de agua com os diferentes cossolventes.

Tabela 15: Valores de solubilidade (mg mL™) do Ru,-cet nas misturas de cossolvente:agua

Cossolvente ETANOL METANOL 2-PROPANOL
(% m/m)
Solubilidade (mg mL™) Solubilidade (mg mL™) Solubilidade (mg mL™)
+6(CV) +6(CV) +6(CV)
[Fragcdo molar] [Fragdo molar] [Fragdo molar]
0 ND ND - ND
[0,00] [0,00] [0,00]
10 0,01 - 0,004 - 0,008 -
[0,042] [0,059) [0,032]
20 0,01 - 0,005 - 0,02 -
[0,089] [0,123] [0,069]
30 0,03 - 0,009 - 0,04 -
[0,143] [0,194] [0,114]
40 0,25 - 0,06 - 0,23 -
[0,207] [0,273] [0,167]
50 1,2+0,06(6,9) 0,14 - 0,7 -
[0,281] [0,360] [0,231]
60 3,5- 15- 2,5-
[0,370] [0,457] [0,309]
70 9,7+0,12(1,5) 4,8 - 9,4+0,06(0,06)
[0,477] [0,5670] [0,412]
80 45,0+0,15(1,1) 19,040,06(0,3) 31,3+0,06(0,19)
[0,610] [0,692] [0,545]
90 91,2+0,06(0,06) 45,6 - 44,6+0,06(0,13)
[0,778] [0,835] [0,729]
100 100,540,17(0,17) 118,4+0,06(0,05) 63,7+0,15(0,2)
[1,00] [1,00] [1,00]

ND=ndo detectado o=desvio padrao CV=coeficiente de variacao(%)
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Figura 40: Perfil de Solubilidade do Ru,-cet em diferentes misturas de alcoois:agua

Para 0 Ruy-cet também ndo ha aumento significativo de solubilidade para
fracdes molares menores que 0,4. A ordem de solubilidade ¢é diferente, sendo metanol >
etanol> 2-propanol. O efeito desorganizador do etanol pode ser observado como no caso
anterior, e 0 Rup-cet também mostrou-se mais solivel em metanol, sendo sua solubilidade
(118,4 (+0,06)mg mL™), no entanto, mais baixa do que a do Ru.-ibp.

O perfil de solubilidade do complexo Ru,-cet nas misturas de 2-propanol/agua
mostrou-se marcadamente diferente do exibido com o Ru,-ibp. Uma possivel explicacdo pode
residir na natureza dos ligantes, pois o Ibuprofeno é mais lipofilico do que o cetoprofeno.
Com efeito, os valores de logP determinados na se¢do anterior, mostram que o complexo
contendo ibuprofeno é mais lipofilico do que o que contém cetoprofeno, o que pode explicar,
em parte, a menor solubilidade do Ruy-ceto no solvente em questdo. Pode-se observar que
inclusive o efeito de aumento na solubilidade, devido ao efeito de desorganizagdo causado
pelo aumento da concentragdo de 2-propanol nas misturas visto no caso do Ru,-ibp ndo ocorre

quando o complexo em questdo é o Ru,-cet.
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4.7 Determinacdo da velocidade de dissolucéo intrinseca do complexo Ru,-ibp

As figuras 41 e 42 mostram o gréafico obtido pela plotagem dos valores de
massa dissolvidos em fungdo do tempo em minutos, e o gréfico linearizado obtido no estudo

de dissolucdo intrinseca do complexo Ruy-ibp.

Massa dissolvida (mg)

T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70

Tempo (min™)

Figura 41 Grafico da massa dissolvida acumulada em funcdo do tempo em minutos do Ru,-ibp
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Figura 42: Gréfico do logaritmo da massa dissolvida em funcdo do tempo em minutos do Ru,-ibp
A velocidade de dissolucéo intrinseca (\VDI) € obtida dividindo-se o coeficiente
angular do gréfico linearizado pelo didmetro da area exposta a dissolugdo. O valor calculado

foi de 0,021+0,002 mg cm™ min™.

A escolha de uma solucdo de etanol:dgua (50:50 m/m) como meio de
dissolucdo deu-se com base nos resultados descritos na secdo anterior. A partir da fracdo
molar 0,28 cossolvente:agua, tem-se um aumento significativo de solubilidade, mas a mesma

ainda é baixa o suficiente para permitir um tempo relativamente longo de dissolugéo.

Vale ressaltar que a velocidade de dissolucdo intrinseca € a medida de
transferéncia de massa por area de superficie dissolvente, sendo independente da camada
limitrofe e do volume do solvente, desde que mantidas as condigdes sink. Sendo assim, a VDI
mede as propriedades intrinsecas do farmaco em fungdo do meio de dissolugdo. Trata-se,
portanto, de um teste discriminatorio, utilizado para comparacdo entre lotes de um mesmo
farmaco e para comparacdo de modificacbes moleculares visando o aumento da solubilidade

em um mesmo meio (AULTON, 2001; WELLS, 2001). Quaisquer modificacdes feitas no
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complexo Ruy-ibp podem e devem ser comparadas com este sistema, para uma quantificacao

segura de seu incremento de dissolucgéo e/ou solubilidade.

Do ponto de vista biofarmacéutico, os complexos Ru,-cet e Ruy-ibp
apresentariam certas desvantagens, em razdo principalmente da baixa solubilidade aquosa, um
dos parametros fisico-quimicos mais importantes (ao lado da constante de dissociacdo (pka)

para farmacos organicos)(WELLS, 1988).

Um resultado importante no sentido de melhorar esta caracteristica fisico-
quimica foi demonstrado por Santos (2012) ao realizar estudos de interacdo de ambos
metalofarmacos com ciclodextrinas, estratégia conhecida para o aumentar a solubilidade.
Foram relatadas solubilidades aquosas de 1,2 e 1,8 mg mL™ para o Ru,-ibp e Rus-cet,
respectivamente, que sdo valores bastante promissores, no sentido de uma eventual utilizacéo
de suas acOes farmacoldgicas. O aumento da solubilidade aquosa de tais complexos através da
estratégia descrita no estudo evitaria sua solubilizacdo com o auxilio de solventes organicos,

para a realizacdo de testes in vitro e in vivo, 0 que causa interferéncias nos resultados.

A estratégia de uso de cossolventes mostrou que é necessaria uma grande
fragdo de solvente orgéanico para um aumento significativo da solubilidade dos complexos.
Dentre os trés solventes testados, apenas o etanol apresenta potencial para uso como
cossolvente, se levado em consideracdo sua toxicidade intrinseca, com o possivel beneficio

trazido pelo metalofarmaco em razdo de seu o seu potencial farmacoldgico.

Os valores de lipofilicidade encontrados para ambos os complexos, em especial
0 Ruy-ibp, mostram boa capacidade de atravessar barreiras fisioldgicas, quando comparado
aos valores relatados na literatura para varios farmacos conhecidos (SANGSTER, 1997). No
entanto, vale ressaltar que a biodisponibilidade de um farmaco ndo esta relacionada apenas a
sua solubilidade, constante de dissociacdo e coeficiente de particdo. Uma série de outros

fatores fisioldgicos deve ser levada em conta para que o farmaco chegue ao seu sitio de agéo
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(ALLEN Jr, 2007). Estudos, principalmente versando sobre a reatividade dos complexos de
diruténio frente a biomoléculas, tem sido realizados em nosso laboratorio (SANTOS, 2012;

SANTOS et al., 2012b).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo principal deste trabalho foi o de contribuir com informacdes acerca
de caracteristicas fisico-quimicas essenciais a um eventual candidato a farmaco,
nominalmente estabilidade no estado solido, solubilidade e lipofilicidade, com relacdo a
compostos originalmente sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa: nucleos dimetalicos de

ruténio de valéncia mista complexados com anti-inflamatdrios nao esteroides.

Conduziu-se a sintese do complexo precursor [Ruz(O,CHz3)4Cl] e de seus
analogos contendo ibuprofeno, [Ru,ClI(ibp)4], e cetoprofeno [Ruy(cet)4Cl], através de métodos
descritos na literatura. Procurou-se propor um método de sintese para um complexo inédito
contendo o FAINE fenoprofeno. Pela maioria das técnicas empregadas na caracterizacdo do
complexo, obteve-se como resultado fortes indicios de sucesso na sintese e a formacédo e
manutencdo da estrutura em gaiola caracteristica dos tetracarboxilatos de diruténio. No
entanto, a analise por espectrometria de massas demonstrou a presenca de contaminantes,
produtos de sintese intermedidrios, e indicios da presenca de uma estrutura relacionada a
clusteres trinucleares de ruténio com ponte u-oxo. A composi¢do do produto parece ndo
mudar com o aumento do tempo reacional. Este resultado nos leva a concluir pela necessidade
de se cercar do maior nimero de técnicas analiticas possiveis, quando da caracterizacdo de um

produto de sintese inédito.

A determinacdo da estabilidade térmica dos complexos Ru,-cet e Ru,-ibp por
variacdo isotérmica de massa trouxe indicios de que a principal etapa de decomposicéo de
ambos 0s complexos, apesar de em um primeiro momento parecer homogénea, pode

apresentar vérias subetapas, evidenciando um mecanismo de rea¢do mais complexo.

Encontrou-se evidéncias de que modelo que melhor descreve a decomposicao
do Ru-ibp é o de reacdo de 32 ordem (F3), enquanto que para 0 Ru,-cet ndo foi possivel

determinar nenhum modelo, devido a heterogeneidade dos dados obtidos. Quanto a
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estabilidade térmica, o complexo Ru,-cet apresentou uma energia de ativacdo maior, e
portanto uma maior estabilidade, do que o Ru,-ibp quando utilizado o método de calculo em
que se considera a velocidade maxima de reacdo. No entanto, quando se utiliza o0 método de
calculo em que se considera 0 tempo necessario para que ocorra uma perda de massa fixa, 0
Ruy-ibp exibiu uma energia de ativacdo maior. Tais resultados devem ser interpretados com
cautela, uma vez que os dois complexos apresentaram um processo de decomposi¢do bastante

diferente.

A solubilidade aquosa dos farmacos organicos Hibp e Hcet diferiu daquelas
relatadas na literatura, possivelmente em razdo da utilizagdo de metodologias diferentes. Os

complexos Ru,-ibp e Ru,-cet mostraram-se completamente insoltveis em agua.

A solubilidade dos complexos Ru,-ibp, Ru,-cet foi determinada nos solventes
metanol, etanol e 2-propanol. A ordem de solubilidade do Ru,-ibp é 2-propanol > metanol >
etanol. Concluiu-se que o Rus-ibp é mais solivel em metanol do que etanol, provavelmente
pela possibilidade de o solvente interagir com o complexo pelas posi¢fes axiais, é possivel
que ocorra substituicdo parcial de cloreto pelo solvente. A ordem de solubilidade do Ru,-cet €
metanol > etanol> 2-propanol, podendo ser correlacionada diretamente com o seu valor de
lipofilicidade. N&o foram observados aumentos significativos de solubilidade dos complexos
em misturas de &gua e 0s cossolventes até que fosse atingido ao menos a proporcao de 60:40

cossolvente:agua.

A lipofilicidade foi avaliada pelo coeficiente de particdo para os farmacos
ibuprofeno, cetoprofeno e fenoprofeno calcico, e para os complexos Rus-act, Ru,-cet e Ru,-
ibp. Os valores encontrados para os farmacos diferiram dos relatados na literatura,
evidenciando novamente a influéncia do método na obtencdo de resultados. Para os
complexos, 0 Ru,-ibp mostrou-se mais lipofilico do que o Ru,-cet, acompanhando a tendéncia

de seus farmacos de origem. O complexo Ruj-act mostrou-se hidrofilico, o que ja era
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esperado devido a sua boa solubilidade aquosa. De um modo geral, os complexos Ru,-ibp e
Ru,-cet apresentam uma lipofilicidade comparavel a varios farmacos existentes no mercado,

mostrando um bom potencial para atravessar as principais barreiras biologicas.

Foram propostos parametros para a determinacdo da velocidade de dissolugéo

intrinseca do Ru,-ibp.
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6 APENDICES
APENDICE 1

Tabela Al: Constantes de Pascal (CP) contribuicdo magnética dos fons e 4tomos em 10°
unidades CGS

Cations CP (10°° unid. CGS) Anions CP (10° unid. CGS)
Ag’ -28 F 9
Li* -1,0 ol -23
Na* -6,8 Br -35
K* -14,9 I 51
Rb* 225 NO;3™ -19
Cs* -35,0 ClOg -30,2
TI* -35,7 ClO, -32
NH," 13,3 CN- -13
Hg* -40,0 NCS’ -31
Mg -5,0 OH -12
zZn** -15,0 S0,* -40
Pb% -32,0 ok 12,0
ca* -10,4 S,05% -49
Mn?* -14
Fe?* -13 Constituintes CP (10°° unid. CGS)
Fe3* -10 Cc=C +55
Co?* -12 Cc=C +0,8
Cco’* -10 C=C-C=C +10,6
cu* -11 C (anel benzénico) +0,24
Mn3* -10 N=N +1,8
cr¥* -10 C-Cl +3,1

Ru -23 C-Br +4,1
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Atomos Neutros CP (10 unid. Alguns Ligantes CP (10 unid.
CGS) CGS)
H -2,93 H,0 -13
C -6,00 NH; -18
N (anel) -4,61 CoHy4 -15
N (imida) 2,11 CHsCOO" -30
O (éter ou alcool) -4,61 NH,CH,CH,NH; (en) -46
O (aldeido ou cetona) +1,73 C,0,” -25
O (carboxilico) -3,36 Acetilacetonato (acac’) -52
P -26,3 Piridina (py) -49
F -6,3 Bipiridina (bipy) -105
Cl -20,1 o-fenantrolina (phen) -128
Br -30,6
I -44.6
S -15,0

APENDICE 2: Massas utilizadas para o preparo das solucbes utilizadas para
determinacéo do coeficiente de particéo

Tabela A2: Massas utilizadas para o preparo das solugdes utilizadas para determinacdo do
coeficiente de particdo

Amostra Massa (mg)
Cetoprofeno 11,6
Fenoprofeno célcico 15,0
Ibuprofeno 14,0
Ru,-act 10,0
Ru,-cet 26,6
Ru,-ibp 21,2

Ru,-feno 24,2
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APENDICE 3: Curvas de calibracéo utilizadas nas quantificacdes descritas no trabalho.
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Figura Al: Curvas de calibracdo do cetoprofeno, fenoprofeno célcio, ibuprofeno e Ru2-act em agua

TabelaA3: Valores da equacdo da reta das curvas de calibracdo da Figura Al:

Composto  Comprimento Coeficiente Erro Intercepto Erro R?
de onda (nm) angular padrdo padréo
Cetoprofeno 265 95,316 1,15 -0,0023 0,009 0,9993
Fenoprofeno 271 5,753 0,05 0,0523 0,005 0,9997
calcico
Ibuprofeno 221 38,480 0,5 1,74X10™ 0,07 0,9992

Ru,-act 428 1,451 0,003 -0,0105 0,014 0,9981
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TabelaA4: Valores da equacdo da reta das curvas de calibragdo da Figura A2:

Figura A2: Curvas de calibracdo do Ru,-cet e Ru,-ibp em metanol

Composto Comprimento Coeficiente Erro Intercepto Erro R’
de onda (nm) angular padrao padrao
Ru,-cet 254 53,462 1,150 0,025 0,009 0,9981
Ru,-cet 431 0,5326 0,009 0,0039 0,009 0,9990
Ru,-ibp 221 51,727 0,020 0,006 0,020 0,9972
Ru,-ibp 428 0,6621 0,014 0,0186 0,014 0,9977
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FiguraA3: Curvas de calibracéo do cetoprofeno, fenoprofeno célcio, Ibuprofeno e Ru2-act em metanol

Tabela A5: Valores da equacdo da reta das curvas de calibracdo da Figura A3:

Composto  Comprimento Coeficiente Erro Intercepto Erro R’
de onda (nm) angular padrao padrao
Cetoprofeno 260 60,3861 2,3809 -0,0039  0,02099  0,9938
Fenoprofeno 271 5,972 0,160 -0,004 0,015 0,9971
célcico
Ibuprofeno 221 42,942 0,767 5,8X10™ 0,014 0,9987
Ru,-act 428 1,45 0,01 0,042 0,008 0,9993




-111 -

09
1,0 4 Ru,-cet 254 nm Ru,-cet 438 nm
= 0,8
09
08 07
07 0,6
o o
5] 5]
@ 08 S 05
3 3
z°° 2 04
< <
04 /
0,3
03
02 024
01 T T T T T T 01 T T T T T T T J
0002 0004 0006 0008 0010 0012 0014 02 04 06 08 1.0 12 14 16

Concentragao (mg mL")
Ru,-ibp 221 nm

0n
Ru,-ibp 432 nm

Concentragao (mg mL-1)

09
10 / 0.8 /
A 07
g
© ©
z 08 ’// S 064
& &
g 7 € o054
06 "
3 / 2
< o < 044
v
04 /
: / 03
02 " 027
T T T T T 01 T T T T T T d
0,005 0,010 0015 0,020 0025 02 04 06 08 10 12 14

Concentragao (mg mL-1)

Concentragao (mg mL-1)

Figura A4: Curvas de calibracdo do Ru,-cet e Ru,-ibp em etanol

Tabela A6: Valores da equagdo da reta das curvas de calibragdo da Figura A4:

Composto Comprimento Coeficiente Erro Intercepto Erro R’
de onda (nm) angular padrao padrao
Ru,-cet 254 73,398 3,317 -0,0177 0,0282 0,9918
Ru,-cet 438 0,543 0,003 0,0066 0,00256 0,9998
Ru,-ibp 221 43,020 1,526 0,0621 0,0256 0,9949
Ru,-ibp 422 0,693 0,009 0,0183 0,0075 0,9993
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FiguraA5: Curvas de calibragdo do Ru,-cet e Ru,-ibp em 2-propanol

Tabela A7: Valores da equagdo da reta das curvas de calibragdo da Figura A5:

Composto Comprimento Coeficiente Erro Intercepto Erro R’
de onda (nm) angular padrao padrdo
Ru,-cet 265 60,290 1,997 -0,0191 0,0267 0,9956
Ru,-cet 451 0,632 0,006 0,0029 0,0056 0,9997
Ru,-ibp 221 44,97 0,63 -0,0251 0,0051 0,9989
Ru,-ibp 444 0,716 0,004 0,015 0,004 0,9998
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APENDICE 4: Valores utilizados para a construcao dos gréaficos de Arrhenius:

Tabela A7: Valores de 1/T e Ink, utilizados para a construcdo dos graficos de Arrhenius do
Ru,-ibp, considerando 32 ordem [F3]

1000/T, K™ k [F3]
2,113 -4,406
2,069 -4,575
2,027 -4,546
1,987 -3,980
1,948 -4,317
1,911 -3,340
1,875 -2,479
1,841 -1,295
1,807 -0,045
1,775

Tabela A8: Valores de 1/T e In(do/dt)max, utilizados para a construcdo dos graficos de
Arrhenius do Ru,-ibp

1000/T, K™ In(do/dt)mey
2,113 -3,746
2,069 -3,902
2,027 -3,542
1,987 -3,110
1,948 -2,965
1,911 -2,663
1,875 -2,361
1,841 -2,282
1,807 -2,126

1,775 -1,885
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Tabela A9 Valores de 1/T e Int (min), utilizados para a construcao dos graficos de Arrhenius

do Ru,-ibp
1000/T, K™ Int
2,113 3,188
2,069 2,526
2,027 1,749
1,987 1,179
1,948 0,560

Tabela A10: Valores de 1/T e In(do/dt)ma, utilizados para a construcdo dos graficos de
Arrhenius do Ru,-cet:

1000/T, K™ In(de/dt)max
2,027 -4,851
1,987 -4,476
1,948 -3,851
1,911 -3,396
1,875 -2,907

Tabela A11: Valores de 1/T e In (min), utilizados para a construcao dos graficos de Arrhenius

do Ru,-cet:
1000/T, K* Int
2,027 2,890
1,987 2,708
1,948 1,946
1,911 1,447

1,875 1,099
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APENDICE 5:Coeficientes de correlacdo obtidos pela aplicagdo do método dos minimos quadrados para os dados obtidos
experimentalmente para as equacdes de reacdo no estado solido selecionadas

Tabela A 12:Coeficientes de correlacdo obtidos pela aplicacdo do método dos minimos quadrados para os dados obtidos experimentalmente para
as equac0es de reacdo no estado solido selecionadas na analise do Ruy-ibp

Modelo

Correlagéo
R?200
R?210
R%220
R? 230
R? 240
R? 250
R? 260
R? 270
R? 280
R?290

Exponencial Avra_mi Avre_imi Avra_mi Avrami Prout_— Contre_igéo Cont!'agéo Contragéo Difus:éo Difu_sao Difu_séo Gistling-_ leordem 2%ordem 3% ordem
uni bi Tri Tompkins uni de area  de Volume uni bi tri Brounshtein
0,9755 0,9951 10,9921 0,9883 0,9860 09805 0,9980 09982 0,9984 0,9970 0,9962 0,9953 0,9959 0,9988 0,9996 0,9998
0,9092  0,9427 09362 09292 09256 09184 0,9500 0,9511 0,9522 0,9735 0,9756 0,9777 0,9763 0,9543 0,9604 0,9661
0,7961 08376 08295 08210 08167 0,8096 0,8453 0,8471 0,8491 10,8780 0,8826 0,8873  0,88420 0,8529  0,8640 0,8745
09423 09615 09582 09548 0,9530 09518 0,9625 0,9634 09651 0,9634 0,9767 0,9796 0,9777 0,9676  0,9744  0,9804
0,9721 0,9802 97885 09774 09767 09763 0,9804 09811 0,9817 0,9852 0,9866 98803 0,9871 0,9828 0,9861 0,9889
0,9900 0,9963 0,9954 10,9945 0,9940 09941 0,9960 09964 0,9969 0,9981 0,9989 0,9989 09992 0,9977 0,9993 0,9999
0,9786 0,9900 09886 09871 09864 09874 0,9880 09892 0,9903 0,9908 0,9934 0,9959 0,9943 0,9924 0,9972 0,9996
09741  0,9941 09923 09903 0,9891 0,9915 0,9898 0,9920 0,9939 0,9898 0,9965 0,9993 0,9978 0,9969 0,9996 0,9932
0,9582  0,9883 09860 0983 09822 09870 09779 0,9822 0,9860 0,9767 0,9858 0,9946 0,9893 0,9922 0,9999 0,9931
09216  0,9885 0,9897 09903 0,9904 09854 09677 0,9818 0,9899 0,9330 0,9642 0,9925 0,9816 0,9843 0,8097 0,6100
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Tabela A 12:Coeficientes de correlacdo obtidos pela aplicacdo do método dos minimos quadrados para os dados obtidos experimentalmente para
as equac0es de reacdo no estado solido selecionadas na analise do Ru,-cet

Modelo

Correlagdo
R?220
R?230
R? 240
R? 250
R? 260

Exponencial Avra_mi Avrgmi Avra_mi Avrami Prout- Contrg@éo Cont!’a(;éo Contragéo Difus_éo Difu_séo Difu_séo Gistling-_ leordem 2%ordem 3% ordem
uni bi Tri Tompkins uni de drea  de Volume uni bi tri Brounshtein

0,9805 0,9948 10,9925 09898 0,9882 09851 0,9969 09872 0,9975 0,9998 0,9995 0,9991 0,9994 0,9981 0,9993 0,9999

0,9802 0,9998 0,9986 0,9963 0,9945 0,9925 0,9999 0,9998 0,9995 0,9917 0,9868 0,9804 0,9848 0,9986 0,9911 0,9780

0,9741 0,9999 0,9993 0,9973 0,9958 0,9967 0,9994 09999 0,9997 0,9978 0,9927 0,9824 0,9897 0,9976  0,9762 0,9359

0,8766 0,998 09954 09900 0,9863 0,9980 0,9612 0,9784 0,9913 0,9495 10,9806 0,9980 0,9921 0,9988 0,8641 0,6821

0,7649  0,9843 09800 09730 0,9684 09832 0,8833 0,9249 0,9606 0,8309 0,9002 0,9891 0,9415 0,9846 0,6081 0,3828
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