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RESUMO
Nos anos sessenta o ibuprofeno foi desenvolvido e introduzido no mercado como um farmaco do grupo
dos AINEs (anti-inflamatorios nao-esterdides) para o tratamento de uma ampla variedade de
enfermidades. Diversas pesquisas estdo sendo realizadas com o intuito de estudar a atividade biologica
de complexos metalicos, com isso, 0 presente trabalho teve objetivo contribuir para ampliar estudos
sobre o desenvolvimento de novos metalofarmacos envolvendo metais lantanideos trivalentes pesados
(gadolinio, térbio, disprdsio, hélmio, érbio, tulio, iterbio, lutécio) e ftrio com ibuprofeno, os quais
possuem formula geral [Ln(ibu);].nH20, no estado sdlido. Os compostos foram caracterizados por
termogravimetria - analise térmica diferencial (TG-DTA), calorimetria exploratoria diferencial (DSC),
termogravimetria derivada (DTG), espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), difratometria de raios X pelo método do p6 (DRX), termogravimetria
acoplada a espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho com transformada de Fourier (TG-
FTIR) e titulagdo complexométrica com EDTA. Com os resultados obtidos pelas curvas TG-DTA foi
possivel determinar a estabilidade térmica dos compostos, o nimero de etapas de decomposicao
térmica e os intervalos de temperaturas que estas ocorreram, além de estabelecer uma estequiometria
para os compostos sintetizados. A técnica DSC permitiu verificar a entalpia de desidratacdo do
composto de térbio e a energia envolvida na primeira perda de massa, a qual foi sugerida perda de
molécula de propano em todos os compostos. Os dados de FTIR permitiram estudar os estiramentos
do grupo carboxilato e, assim, sugerir uma coordenagdo metal-ligante para os compostos. A difracdo
de raios X pelo método do pd, mostrou que os compostos apresentaram um perfil de baixa
cristanilidade sem evidencias de formacao de uma série isomorfica. A analise dos espectros na regido
do infravermelho dos produtos volateis mostrou uma grande semelhanga com o espectro do propano,
confirmando a sua possivel liberagdo como produto principal durante a primeira etapa de
decomposicao térmica dos compostos anidros. A titulagdo complexométrica confirmou a quantidade
de metal presente em cada composto e que a estequiometria proposta estava de acordo com a esperada,
baseada na valéncia dos ions lantanideos. Os ensaios biologicos foram realizados a fim de verificar a
citotoxicidade/proliferacdo de células utilizando MTT (brometo de 3-[4,5- dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio). O mesmo reage com as desidrogenases mitocondriais presentes apenas em células
metabolicamente ativas, isto €, células vivas, resultando na producdo de cristais de Formazan de cor

roxa, insoltveis em agua. Esse sal €, portanto, utilizado para verificar a viabilidade celular.



ABSTRACT
In the sixties ibuprofen was developed and marketed as a drug in the group of NSAIDs (non-steroidal
anti-inflammatory drugs) for the treatment of a wide variety of diseases. Several investigations have
been performed in order to study the biological activity of metal complexes, with this, the present work
was to contribute to expand studies on the development of new metallodrugs involving heavy metals
trivalent lanthanides (gadolinium, terbium, dysprosium, holmium, erbium , thulium, ytterbium,
lutetium) and yttrium ibuprofen, which have the general formula [Ln(ibu);] .nH>O in solid state. The
compounds were characterized by thermogravimetry - differential thermal analysis (TG-DTA),
differential scanning calorimetry (DSC), derivative thermogravimetry (DTG) vibrational spectroscopy
in the infrared Fourier transform spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction by the powder method (XRD)
coupled to the absorption spectroscopy in the infrared Fourier transform spectroscopy (TG-FTIR) and
thermogravimetry complexometric titration with EDTA. Using the TG-DTA technique it was possible
to determine the thermal stability of the compounds, the number of stages of thermal decomposition
temperatures and that they occurred, and to provide a stoichiometry of these compounds. The DSC
technique demonstrated the enthalpy of dehydration in the compound of terbium and the energy loss
involved in the first mass, which was suggested loss of propane in each molecule compounds. The
infrared study allowed the stretches of the carboxylate group and thus suggest a metal-ligand
coordination compounds. The X-ray diffraction by the powder method showed that compounds
showed a profile of low crystallinity. The analysis of the spectra in the infrared region of the volatiles
showed a great similarity with the propane spectrum, confirming its potential as the major product
release during the first stage of thermal decomposition of the anhydrous compounds A complexometric
titration confirmed the amount of metal present in each compound and the proposed stoichiometry was
consistent with that expected based on the valence of lanthanide ions.. The biological tests were carried
out in order to check the cytotoxicity / proliferation of cells using MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2yl)
-2,5-diphenyl bromide tetrazolina). The same is reacted with mitochondrial dehydrogenases present
only in metabolically active cells, i.e., living cells resulting in the production of formazan crystals in

purple, water insoluble. This salt is therefore used to determine cell viability.
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1 INTRODUCAO

A literatura mostra que, atualmente, hd um grande interesse no estudo de compostos com ions
metalicos, tendo em vista suas potencialidades como drogas (metalofarmacos) ou agentes de
diagnostico, além da necessidade de se compreender os mecanismos de agdo em nivel moleculares [1].
Desde a descoberta do efeito inibidor da cisplatina sobre a multiplicagdo das células e de sua aplicacao
na quimioterapia de cancer, tem crescido o interesse cientifico no desenvolvimento de novas drogas a
base de ions metalicos [2-3]. Além das suas propriedades farmacoldgicas interessantes, os
metalofarmacos também exibem perfis de biodistribuicao distintos, os quais sao influenciados nao s6
pelo metal, mas também pelas propriedades fisico-quimicas ou a natureza do ligante coordenado [4-
5].

A descoberta da atividade antitumoral da cisplatina em 1969 levou a busca de novos complexos
contendo metais como potenciais drogas anticancer [6]. Os compostos de platina estdo bem
estabelecidos na quimioterapia atual. No entanto, o tratamento com base de platina de doengas
tumorais ¢ macigamente dificultado por graves efeitos colaterais e desenvolvimento de resisténcia.
Consequentemente, intensos esforgos estao sendo feitos para desenvolver novos metalofarmacos para
fins exibicdo de especificidade tumoral reforcada ou que ndo conduzam ao desenvolvimento de
resisténcia [7-8].

Muitos dos candidatos a metalofarmacos desenvolvidos ndo obtém sucesso ou este ¢ limitado
devido a efeitos adversos decorrentes de mecanismos de resisténcia intrinseca adquirida pela doenga
[9-10].

Estudos vem sendo realizados com o intuito de desenvolver e validar uma abordagem inovadora
de tratamento personalizado de diferentes tipos de enfermidades com base no perfil genético individual
de tumor do paciente. O seguinte protocolo de tratamento pode ser proposto para uma seleg¢do
personalizada de modo de tratamento para individuos diferentes, através de novos métodos e novas
drogas [11].

Os farmacos AINEs sao amplamente usados no combate a sintomas e enfermidades como dores
e processos inflamatorios, entretanto, apresentam uma grande restricdo em seu uso em razao dos efeitos
colaterais no sistema gastrointestinal. O estudo de metalofadrmacos esta despertando grande interesse
de pesquisadores em diversas partes do mundo, a fim de potencializar o seu combate as enfermidades
e reduzir os efeitos colaterais resultantes de seu uso. Sendo assim, essa pesquisa deve contribuir para

a comunidade cientifica a fim de obter novos ligantes visando a formacao de complexos com ions
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metalicos estaveis e aplicaveis nas areas de medicina e farmacologia, com destaque para as aplicagdes
relacionadas com a citotoxicidade/proliferagao de células, potencial anti-inflamatorio, diagnostico e a

terapia de tumores.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OS ANTI-INFLAMATORIOS NAO-ESTEROIDES (AINES)

Os anti-inflamatoérios nao esteroidais (AINEs) sdo acidos organicos fracos (ndo se ionizam
completamente com facilidade) usados para tratar sinais e sintomas da inflamagdo. Estes
medicamentos sao utilizados, para tratar processos inflamatorios instalados e apresentam como agdes
farmacoldgicas: efeito anti-inflamatorio, analgésico, antipiréticos e antitrombotico. O fato de os
AINEs serem acidos fracos auxilia na sua absorcdo, visto que, se fossem acidos fortes, apresentariam
um alto grau de ionizacdo, diminuindo o pH do meio e interferindo na absor¢do e distribuicao do
farmaco e, por conseguinte, na sua atuagdo [ 12]. Em geral, os AINEs inibem, de forma variavel, ambas
as isoformas das ciclooxigenases (COX) que sdo enzimas envolvidas na sintese de prostaglandinas
(substancias quimicas produzidas pelo corpo que causam inflamacao e contribuem para a percepcao
de dor pelo cérebro), evitando assim a sensibilizagdo (hiperalgesia primaria) dos receptores de dor
periféricos e produzindo antialgesia em suas dosagens terapéuticas. Deste modo, passaram a ser
caracterizados de acordo com sua capacidade de inibicado COX-1 e 2. Tal caracteristica é expressa em
termos de ICso (a concentragdo necessaria para inibir 50% da atividade COX) usando sistemas de testes
in vitro. Razoes de ICso para COX-1 e 2 tém sido calculadas para avaliar a capacidade de inibigdo de
cada isoforma. Uma baixa relagdo COX-2/COX-1 implica ser o agente relativamente seletivo para
COX-2, como a aspirina, indometacina, e muitos outros. As atividades dos AINEs parecem ser
alcancadas principalmente através da inibigdo da COX-2, enquanto que a inibicdo da COX-1 seria
responsavel pelos efeitos indesejados sobre a agregacao plaquetaria e do trato gastrointestinal [13-16].

fons metalicos coordenados a medicamentos anti-inflamatérios ndo-esteréides (AINEs) tém sido
investigados com o objetivo de encontrar novas drogas mais eficientes no combate de diversas
enfermidades.

Ribeiro et al. [17] sintetizaram, caracterizaram e realizaram ensaios bioldgicos com complexos
de diruténio(Il, IIT) com ibuprofeno, naproxeno, aspirina e indometacina. Os complexos de diruténio

com ibuprofeno e naproxeno conduziu a um efeito sinérgico, que aumentaram significativamente a
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atividade anti proliferativa de células de glioma de rato C6. A possibilidade de que os complexos
diruténio de ibuprofeno e naproxeno podem exercer estes efeitos (metaloproteases anti angiogénico e
anti matriz) sdo semelhantes aos apresentados por NAMI-A (um dos primeiros compostos de ruténio
utilizados em tratamento clinico) e abre novos horizontes para estudos in Vvivo.

Demertzi [18] realizou uma comparacao da atividade de alguns AINEs em sua forma acida com
esses mesmos AINEs coordenados a estanho, no combate a bacteria Mycobacterium tuberculosis
H37Rv em meio BACTEK 12B usando o sistema 460-radiometetric BACTEC na concentra¢ao unica
de 6,25 pug/ ml. Os resultados mostraram que em grande maioria, os AINEs coordenados apresentaram
uma atividade de inibi¢ao a enfermidade em um fator acima de 92%, sendo, portanto, considerados
6timos inibidores.

Etcheverry et al. [19] realizaram ensaios biologicos com complexos de alguns AINEs com
vanadio e fizeram a comparacdo com o metal. As atividades bioldgicas destes compostos de vanadio
foram testadas em duas células de osteoblasto (UMR106 e MC3T3E1) em cultura através de um
bioensaio de proliferacdo. Os resultados dos ensaios bioldgicos mostram que os AINEs com vanadio
apresentaram a¢ao moderada nessas células. ibu-VO era um agente estimulador a baixas concentragoes
de ambas as linhas celulares. No entanto, este complexo foi toxico em doses elevadas para células
MC3T3EL. Por outro lado, nap-VO (Nap = naproxeno) s6 estimulou o crescimento de MC3T3EI nas

doses mais baixas testadas, sem indugao de proliferagao em células UMR106.

2.2 IBUPROFENO

O Ibuprofeno (Figura 1) foi introduzido no final dos anos sessenta como um farmaco anti-
inflamatério ndo esteréide seguro para o tratamento de uma ampla variedade de enfermidades. E um
farmaco do grupo dos AINEs (subgrupo quimico dos derivados do acido propidnico). Sdo compostos
que apresentam em comum a capacidade de combater a inflamacgao, a dor e a febre. O Ibuprofeno tem
efeito anti-inflamatorio por inibicao, respectivamente irreversivel e reversivel das COX-1 e COX-2.
Essa a¢do pode justificar a melhor resposta clinica obtida com tratamento precoce. O tratamento da
dor instalada (analgesia) ¢ mais dificil, pois j4 foram desencadeados mecanismos envolvidos na
sensibilidade dolorosa, intensificando a dor. O Ibuprofeno tem ainda propriedades anticoagulantes,
diminuindo a formag¢do de coagulos sanguineos. O principal mecanismo de agdo ¢ conhecido pela

inibicao da biossintese de prostanoides através do bloqueio da COX [20-22].
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O Ibuprofeno possui formula molecular Ci13Hi302, ¢ quimicamente denominado acido 2-(4-
isobutilfenil)-propionico. Ele possui um carbono assimétrico, podendo existir na forma de 2 isomeros
opticos. O medicamento disponivel comercialmente é geralmente o racemato, que € a mistura dos dois
isomeros, pois sua separacdo ¢ muito dificil. O isomero biologicamente ativo € o enantidmero (S)-
ibuprofeno, e o enantiomero (R)-ibuprofeno, biologicamente inativo, ¢ convertido dentro do nosso
organismo para a forma ativa, minimizando possiveis efeitos colaterais e potencializando o ativo [23].

O Ibuprofeno ¢ um soélido cristalino, incolor, praticamente insoliivel em dgua, mas ¢ soltivel em
solucdes aquosas diluidas de hidroxidos alcalinos e de carbonatos, e também em alguns solventes

organicos como a acetona, etanol, metanol, éter, diclorometano e cloroférmio [23].

CH,
HO

CH,

CHjy

Figura 1: (S)-Ibuprofeno: Forma biologicamente ativa (R)-Ibuprofeno: Forma Biologicamente

Inativa

Silva et al [24] sintetizaram um complexo de ibuprofeno com prata e realizaram ensaios
bioldgicos para avaliar se havia algum poder de inibigdo bacteriana. O perfil antibacteriano obtido
garante mais estudos referentes a aplicacao do complexo Ag-ibu como um agente eficaz no tratamento

de infecgdes da pele.
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2.3 APLICACOES FARMACOLOGICAS DE ALGUNS
COMPOSTOS DE LANTANIDEOS

Os lantanideos apresentam um ambiente de coordenacdo amplamente diversificado de
complexos. Estes compostos possuem muitas vezes notaveis e Unicas propriedades espectroscopicas,
fotofisicas e eletroquimicas que podem ser explorados em aplicagdes sensoriais, farmacologicas e de
diagnostico [25-30], pois apresentam um elevado potencial no tratamento de células com céancer e
outras aplicagdes farmacoldgicas [30-33].

A aplicagdo do uso de lantanideos na area médica tem despertado o interesse de diversos
pesquisadores [34-35]. Farmacos anticancerigenos sao principalmente agentes citotdxicos e exercem
a sua atividade anti-tumoral por interferéncia com alguns aspectos da replicacdo do DNA, divisdo de
tradugdo ou reparagao da célula. Assim, a quimioterapia do cancer ¢ normalmente associada a efeitos
secundarios graves. Uma abordagem importante para aliviar a toxicidade dos agentes anticancer ¢ o
de preparar derivados covalentes, pro-farmacos, que sao desprovidos de atividade citotoxica, mas que
pode ser convertido enzimaticamente ou ndo enzimaticamente para os agentes citotoxicos apos a
administracao aos pacientes [36-38].

Kostova et al. [32] avaliaram a atividade citotoxica dos complexos de 3,3-(orto-
piridinometileno)di-[4-hidroxicumarina] de lantanideos. Os complexos revelaram-se potentes agentes

citotoxicos (Figura 2).

Figura 2: Formula estrutural dos complexos de 3,3-(orto-piridinometileno) di-[4-hidroxicumarina] de

lantanideos [32]
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Heffeter et al. [39] investigaram as propriedades anticancerigenas do composto tiocianato de
[tris(1,10-fenantrolina)lantanio(IIl)] (Figura 3). O composto de lantanio exerceu uma potente atividade
anticancerigena pela interrup¢do do ciclo celular ou por apoptose e, demonstrou uma promissora

aplicagdo In vivo contra o cancer de colon.

(SCN')y

Figura 3: Formula estrutural do tiocianato de [tris(1,10-fenantrolina)lantanio(I1I) [39]

Xu et al. [40] sintetizaram em solugdo etandlica, cinco novos complexos ternarios dos ions de
terras raras com a O-fenantrolina e a base de Schiff Salicilaldeido L-fenilalanina. A pesquisa mostrou
que os complexos inibiram o crescimento das células cancerigenas do tumor K562. A razao de inibi¢ao
foi acelerada pelo aumento da dosagem dos complexos. As séries de complexos de lantanideos
demonstraram alto poder no combate as células cancerigenas.

A coordenacdo de metais a farmacos representa um potencial consideravel para aumentar o
arsenal de drogas disponiveis para tratamento de uma série de enfermidades [41]. Assim, novas formas
farmacéuticas vém sendo desenvolvidas para outros AINE de grande uso terapéutico [42].

Galico et al. [43] realizaram um estudo espectroscopico, luminescente e biologico de
cetoprofenatos de lantanideos pesados (gadolinio, térbio, disprosio, holmio, érbio, tulio, itérbio,
lutécio) e itrio. Todos os compostos mostraram uma maior produgdo de H>O> e IL-10 (metabdlitos pro-
inflamatoérios) do que o cetoprofeno, o que sugere que os compostos exibiram um efeito
imunomodulador (resposta organica contra microorganismos, tais como, bactérias, virus, entre outros),
e isto abre novas perspectivas para abordagens imunoterapéuticas.

Momani et al. [44] sintetizaram complexos de lantanideos usando um ligante tetradentado [N,
N'-bis (1-naftaldimina)-0-fenilenodiamina]. Os resultados mostraram que a alta atividade desses
complexos pode ser atribuida a quelacdo, que reduz a polaridade do ion metalico por compartilhamento
parcial da carga positiva com os atomos doadores de oxigénios ligantes. Isto aumenta o carater

lipofilico, favorecendo a penetragdo através das camadas lipidicas da membrana bacteriana,
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combatendo assim, a bactéria com uma maior eficacia. A eficacia de uma nova molécula é determinada
pela sua capacidade de contornar o desenvolvimento de resisténcia pelas bactérias alvo e para expandir

a gama de bactérias que podem ser tratadas com ele.

2.4 TECNICAS TERMOANALITICAS

A defini¢@o atualmente aceita para andlise térmica é: Analise Térmica (TA) € o estudo da relagdo
entre uma propriedade da amostra e sua temperatura, enquanto a amostra ¢ aquecida ou resfriada de
maneira controlada [45, 48].

A esséncia da analise térmica ¢ a medida da alteracdo de uma propriedade que ¢ devida a um
processo de alteracdo da temperatura da amostra. Somente esta combinagdo/sequéncia fornece uma
base, razdo e justificativa para definir um campo especial de técnicas de medida e assim combinar
varios métodos diferentes e defini-las como "analise térmica".

Para que uma técnica seja considerada uma técnica termoanalitica, ela precisa satisfazer trés

critérios:

1) Uma propriedade fisica tem que ser medida;

2) A medida tem que ser expressa (direta ou indiretamente) em fungdo da temperatura ou
tempo;

3) A medida tem que ser feita sob uma programagao controlada de temperatura.

A termogravimetria (TG) e a termogravimetria derivada (DTG), acompanham a variacdo da
massa da amostra, enquanto a calorimetria exploratoria diferencial (DSC) acompanha a variacao de
entalpia entre a amostra e um material de referéncia termicamente inerte. J4 a analise térmica
diferencial (DTA), mede a diferenca de temperatura entre a amostra e um material de referéncia

termicamente inerte [46-48].

2.4.1 Termogravimetria (TG)

Termogravimetria (TG) ou Andlise Termogravimétrica (TGA) ¢ uma técnica na qual a massa
da amostra ¢ medida como uma fung¢ao da temperatura e/ou tempo. Trés métodos de termogravimetria

sao frequentemente usados.
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(a) Termogravimetria isotérmica: este método consiste em uma varia¢cao na massa como uma func¢ao
do tempo a uma temperatura constante;

(b) Termogravimetria quase-isotérmica: a amostra ¢ aquecida a uma temperatura constante até que
haja uma variagdo de massa. Neste momento a temperatura para de aumentar, até que haja uma
estabilizacao da massa, entdo a temperatura volta a aumentar até a préxima variagao de massa;

(c) Termogravimetria dindmica: A amostra ¢ aquecida em um ambiente cuja mudanga de temperatura
¢ alterada de uma maneira previamente programada, preferencialmente de uma maneira linear.

Os experimentos sdo executados por meio de uma termobalanga de elevada sensibilidade,
reprodutibilidade e resposta rapida as variacoes de massa. As curvas obtidas fornecem informacdes a
respeito da estabilidade térmica e da composi¢ao da amostra inicial, de qualquer composto
intermediario que possa ser formado e do residuo final, caso houver. Dada a natureza dinamica da
variagdo de temperatura da amostra para originar curvas TG, fatores instrumentais, tais como, razao
de aquecimento, atmosfera do forno (N, ar ou outros), vazao de gas, composi¢ao e geometria do porta
amostra, tamanho e forma do forno e as caracteristicas da amostra (quantidade, granulometria, forma
cristalina, empacotamento, condutividade térmica, solubilidade dos gases liberados da amostra e calor
de reacdo envolvido) podem influenciar a natureza, a precisdo e¢ a exatiddo dos resultados
experimentais.

Exceto para a variacdo de massa, as informagdes obtidas pelas curvas TG sdo de uma natureza
empirica na qual as temperaturas de transicoes dependem de diversos parametros instrumentais e da
amostra. Com 1isso, ¢ dificil fazer comparagdes significativas entre resultados obtidos em
termobalancas diferentes. Alguns fatores sdo de suma importancia para uma possivel comparagao entre
os resultados experimentais, pois afetam diretamente sua natureza, aspecto e precisao [46-48].

Os fatores que podem influenciar o aspecto das curvas TG, pertencem a dois grandes grupos:
Fatores instrumentais e fatores ligados as caracteristicas da amostra.

Fatores instrumentais: razdo de aquecimento do forno, atmosfera do forno, geometria do
suporte de amostras e do forno.

Caracteristicas da amostra: tamanho de particulas quantidade de amostra, solubilidade dos
gases liberados pela propria amostra, calor de reacdo, compactagcdo da amostra, natureza da amostra,

condutividade térmica da amostra [48].
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2.4.2 Analise Térmica Diferencial (DTA) e Calorimetria Exploratoria Diferencial

(DSC)

A anélise térmica diferencial (DTA) ¢ uma técnica térmica de medi¢do continua das temperaturas
da amostra e de um material de referéncia termicamente inerte, 8 medida que ambos vao sendo
aquecidos ou resfriados. Estas medi¢des de temperatura sdo diferenciais, pois registra-se a diferencga
entre a temperatura da referéncia Tr, e a da amostra Ta, ou seja (Tr — Ta = AT), em fun¢do da
temperatura ou do tempo, dado que o aquecimento ou resfriamento sdo sempre feitos em ritmo linear
(dT/dt = Cte) [48].

A calorimetria exploratoria diferencial (Differential Scanning Calorimetry) é uma técnica que
possibilita avaliar os fenomenos energéticos, fisicos e/ou quimicos produzidos durante o aquecimento
(ou resfriamento) de uma substancia. A partir dos ensaios realizados por DSC, ¢ possivel observar
fendmenos fisicos e quimicos oriundos da variagdo de energia (AE) da amostra em fungdo da
temperatura e/ou tempo de aquecimento sob um programa controlado de temperatura. A amostra e o
material de referéncia sdo mantidos a aproximadamente a mesma temperatura durante o experimento.
[46, 49].

Existem duas configuracdes para esta técnica, ou seja, DSC com compensagdo de poténcia e
DSC com fluxo de calor. Na primeira configuragdo a amostra e a referéncia sdo aquecidos
independentemente. O sistema ¢ controlado por aquecedores elétricos individuais, onde o primeiro
controla a temperatura média, de forma que a amostra e a referéncia possam ser aquecidas ou resfriadas
a uma certa velocidade, e o segundo faz com que a poténcia tenda a restaurar o equilibrio de
temperatura entre a amostra em relacao a referéncia, caso haja diferenga. A poténcia dissipada pelos
aquecedores € relacionada com a energia envolvida no processo endotérmico ou exotérmico.

No DSC com fluxo de calor, uma tnica fonte de calor aquece tanto a capsula contendo a amostra,
quanto a capsula de referéncia, ambas localizadas sobre um disco termoelétrico. O fluxo de calor,
controlado por termopares conectados na porcao localizada abaixo das cépsulas, ¢ transferido para as
mesmas através do disco. Esse fluxo ¢ fornecido de modo diferenciado para as capsulas, e esta
diferenga ¢ proporcional a poténcia fornecida aos termopares [46, 48-49].

Dentre os principais eventos fisicos que podem ser medidos por DSC, estdo: fusdo, sublimacao,
vaporizagao, absor¢do, adsor¢do, dessor¢do, transi¢oes cristalinas, transigdes vitreas. Os fendmenos
quimicos envolvidos na amostra enquanto esta ¢ aquecida, também podem ser observados por DSC,

como por exemplo, a liberagdo de compostos volateis decorrentes da decomposigdo térmica da amostra

[46, 49].
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Baseando-se na Equacdo 1 de Van’t Hoff ¢ possivel a determinagdo da fracdo molar das
impurezas (numero de mols das impurezas pelo total de nimero de mols da amostra) considerando que

nao ha formacao de fase solida durante a fusao.

Ely? (1)
Te= Ty - X x |——
AH
onde: Trrepresenta a temperatura de fusdo das impurezas no processo de fusao, To o ponto de fusdo
do maior componente expresso em Kelvin (K), R a constante dos gases (8,3143 J K'! mol ), a

concentracdo molar das impurezas na fase liquida e AHr o calor de fusdo do maior componente

expresso em J mol™! [50-59].

2.5 APLICACOES DA ANALISE TERMICA NA AREA
FARMACEUTICA

A andlise térmica ¢ aplicada na area farmacéutica desde 1970 nas universidades e em
laboratdrios de pesquisas. Com o passar dos anos, devido ao avancgo tecnoldgico, a analise térmica esta
se tornando uma ferramenta fundamental no arsenal de técnicas para o estudo de farmacos,
principalmente, a diversidade de informagdes fisicas e quimicas obtidas através de sua utilizagdo [50-
51]. Recentemente, muitos trabalhos em andlise térmica tém sido publicados na area aplicada a
industria farmacéutica. Os artigos publicados demonstram que os dados obtidos por andlise térmica
estdo diretamente relacionados com a qualidade final de um produto farmacéutico, seja quanto a
confiabilidade do medicamento ou a estabilidade do mesmo ao longo do prazo de validade [52-53].
Consequentemente a isso, foi notorio o aumento do interesse das industrias desse ramo na utilizagao
de técnicas termoanaliticas. As exigéncias atuais do ICH (International Conference of Harmonisation)
para cada caracterizacdo e quantificacdo de formas polimorficas de farmacos, reforgam a importancia
da analise térmica nesse cenario [51].

Atualmente, as técnicas termoanaliticas estdo sendo utilizadas em industrias farmacéuticas,
departamento de controle de qualidade, e laboratérios de pesquisa, a fim de estudar os fenomenos
fisicos e quimicos envolvidos, tais como, estabilidade térmica [54-56], polimorfismo [54,57], reagdes
no estado sdlido [25,58], pureza [59,60] e formulacdes de farmacos [52, 61].

A utilizagdo de técnicas acopladas as técnicas termoanaliticas, ou mesmo a associacao dos

resultados de outras técnicas aos resultados obtidos por andlise térmica, tais como, as técnicas de
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espectroscopia na regido do infravermelho, espectrometria de massas, difratometria de raios X, entre
outras, permitem realizar estudos a respeito dos fendmenos decorrentes do aquecimento da amostra,
que possuem uma maior complexidade [52, 58].

Refat et al. [62] sintetizaram e caracterizaram térmica e espectroscopicamente os complexos
de amoxicilina com lantanio, cério, samario e itrio. O uso das técnicas de analise térmica permitiu
avaliar o estudo das etapas de decomposi¢do térmica, as energias envolvidas nessas etapas, bem como
realizar uma comparag¢do entre os compostos sintetizados quanto ao seu perfil de decomposicao
térmica.

Attia et al. [63] utilizaram as técnicas de analise térmica no estudo do anti-hipertensivo mesilato
de doxazosina. No estudo, a pureza foi determinada por DSC. Anélise dos dados indicaram que o grau
de pureza do mesilato de doxazosina foi semelhante ao encontrado pelo método de HPLC oficial
utilizado na farmacopeia britdnica, BP 2011. A simplicidade e sensibilidade de andlise térmica

justificam a sua aplicag@o no controle de qualidade de compostos farmacéuticos.

2.6 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

A espectroscopia de absorc¢do no infravermelho (IV) envolve o estudo da interagdo da radiagao
com as vibragdes moleculares. Espectroscopia no IV mede transi¢des vibracionais moleculares entre
dois niveis de energia, originarios de fotons na regido do infravermelho que sdo absorvidos por
transigoes entre dois niveis vibracionais da molécula no estado fundamental eletronico [64].

No espectro eletromagnético, a regido denominada infravermelho esta situada entre as regides
do visivel e de microondas 0,78 a 1000 um, a qual corresponde a faixa de nimero de onda de 14000 —
10 cm™!. A regifio entre 14000-4000 cm™! corresponde ao infravermelho proximo, a regido entre 4000-
400 cm™ corresponde ao infravermelho médio e a regido entre 400-10 cm™ corresponde ao
infravermelho distante. A por¢do de maior utilidade para a analise de grupos funcionais de estruturas
organicas, estd situada entre 4000 e 400 cm™. Apesar disso, é verificado um grande interesse nas
regides do infravermelho proximo e do infravermelho distante [65-66].

O espectro no infravermelho € obtido pela construgdo do grafico da intensidade versus numero
de onda, o qual ¢ proporcional a diferenca de energia entre o estado eletronico fundamental e excitado
da molécula.

Dois importantes componentes do processo de absor¢ao no IV(infravermelho) sio a frequéncia

da radia¢do e o momento dipolo da molécula. A interacdo da radiacdo com as moléculas pode ser
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descrita em termos de uma condi¢do de ressonancia, em que a frequéncia de oscilagdo de radiagdo
especifica corresponde a frequéncia natural de um determinado modo normal da vibragdo. A fim de
que a energia a ser transferida do foéton IV para a molécula por meio de absorcao, a vibragdo molecular
deve causar uma mudanga no momento dipolo da molécula. Esta ¢ a regra de selecao familiar para
espectroscopia no infravermelho, a qual requer uma mudanga no momento de dipolo durante a
vibragao no infravermelho [66].

A espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho ¢ uma das técnicas mais utilizadas
na identificagdo das fungdes quimicas organicas, pois, ela fornece evidéncias da presenca de varios
grupos funcionais na estrutura organica devido a interagao das moléculas ou dtomos com a radiagao
eletromagnética em um processo de vibragao molecular (Figura 4).

As ligagdes covalentes que constituem as moléculas organicas estdo em constantes movimentos
axiais e angulares. A radiacdo no infravermelho faz com que atomos e grupos de d&tomos de compostos
organicos vibrem com amplitude aumentada ao redor das ligagdes covalentes que os ligam. O processo
¢ quantizado, porém o espectro vibracional costuma aparecer como uma série de bandas, porque a cada
mudanga de nivel de energia vibracional corresponde uma série de mudancas de niveis de energia

rotacional, desta forma, as linhas se sobrepdem dando origem as bandas observadas no espectro [66-
67].

10° :
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107 Transicdo Eletronica
Raios X — _—
1o e Transicdo Eletronica
0.4 Luzulteviglc Transicédo Eletronica
_ LAz Vsl Transicdo Eletrénica

Regido do infravermelho Vibracio Molecular
10° &

Frquéncia em Hz

i Microandss Excitaco rotacional
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Ondas de radio, RMN S :
1010 Excitagio molecular no spin nuclear

Figura 4: Espectro eletromagnético e a excitagdo molecular. (Baseado em Bruice [68])

Os espectros vibracionais de compostos de coordenacao estdo sendo amplamente estudados e
seus dados estdo sendo publicados na literatura [69-73]. Na quimica de compostos de coordenagao esta
técnica ¢ de grande importancia, pois através dela € possivel identificar as vibra¢des caracteristicas do
ligante e/ou anions que geralmente ocorrem na regido de média frequéncia (4000 — 600 cm™') e as

vibragdes caracteristicas do metal — ligante que aparecem na regido de baixa frequéncia (abaixo de 600
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cm™) [25, 58]. Nessa faixa do espectro, ¢ possivel obter informagdes sobre a estrutura da esfera de
coordenagdo e a natureza da ligagdo metal-ligantes, enquanto que na regido de média frequéncia, as
informagdes obtidas estio relacionadas ao efeito de coordenagao na estrutura eletronica do ligante [74-
75].

As bandas caracteristicas de grupamentos quimicos uteis para a identificagdo da estrutura
molecular envolvem frequentemente vibragdes acopladas. Em compostos de coordenagdo contendo
ion carboxilato, RCO’, pode coordenar com metais em uma série de maneiras, como ligante
monodentado, como ligante de quelacdo, como ligante bidentado em ponte de configuragdo sin-sin
(simétrica-simétrica), sin-anti (simétrica-assimétrica) ou anti-anti (assimétrica-assimétrica), como
ligante monoatomico ou com pontos adicionais (Figura 5) [76].

O anion carboxilato possui duas ligagdes C=0O fortemente acopladas cuja forga de ligacao ¢é
intermediaria entre C=0 e C—0, sugerindo a ocorréncia de ressonancia nas liga¢des. O ion carboxilato
da origem a duas bandas intensas entre 1.650 — 1.550 cm™' e provém da deformacio axial assimétrica.
A outra, mais fraca, observada em torno de 1.400 cm™, provém da deformacgdo axial simétrica. A

conversao de um acido carboxilico em um de seus sais pode confirmar a estrutura do acido [76].
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Figura 5: modos de coordenagdo do ion carboxilato (I) monodentado, (II) quelante-bidentado, (I1I)

em ponte [76].

Através de estudos de espectros no infravermelho de varios acetatos e trifluroacetatos, além da
determinagdo de estruturas por difracdo de raios X, Deacon e Phillips [60], observaram que:
considerando-se o valor de A como a diferenga entre a frequéncia de estiramento assimétrico e
simétrico do carboxilato [(Vassim.(co0’) - (Vsim. (c00))], concluiram que, para a estrutura I, os valores de A
sao muito maiores do que o observado em compostos i6nicos do mesmo ligante. Para compostos
envolvendo a estrutura II o valor de A € bastante inferior aqueles referentes aos compostos de natureza
i0nica e para a estrutura III esses valores sdo muito maiores em relagdo aos compostos bidentados e
proximos aos valores 10nicos. Para a coordenagdo de ligacdes i0nicas os valores de A se assemelham
aos valores da coordenacdo de carboxilatos em ponte, porem esses valores estdo mais proximos de 200

cm’!. Valores de A inferiores ou proximo a 100 cm™, sio indicativos de quelagio.
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Gomes et al. [77] sintetizaram, caracterizaram e avaliaram o comportamento térmico € 0 modo
de coordenagdo entre alguns metais lantanideos e o ligante acido glicolico. Os resultados mostraram

evidencias de que esse ligante se coordena ao metal da maneira quelante-bidentado.

2.7 TERRAS RARAS (TR)

A Comissdao de Nomenclatura em Quimica Inorganica da IUPAC (International Union Pure
and Applied Chemistry) recomenda usar a expressao "metais das terras-raras" para os elementos Sc,
Y e La-Lu. O termo "série do lantdnio" € reservado para os elementos de numeros atdmicos 57 a 71
(La a Lu), e o termo "Lantanideos" ¢ ainda mais restrito, pela exclusdo do lantanio, incluindo-se os
elementos de nimeros atdmicos 58 a 71 (Ce a Lu).

Os "Lantanideos" sdo entdo os quatorze elementos que seguem o lantanio na tabela periodica,
€ nos quais os quatorze elétrons 4f sdo sucessivamente adicionados a configuracao do La. O lantanio
¢ o elemento prototipo e, geralmente, apesar da recomendagdo da [IUPAC, o termo "Lantanideos" inclui
o proprio lantanio.

A quimica das TR ¢ predominantemente ionica e determinada principalmente pelo tamanho de
seus cations trivalentes. Deve-se mencionar ainda que o itrio apresenta-se também como cation
trivalente semelhante, com o nucleo de gés nobre, e tem raios atdmicos e i6nicos proximos dos valores
dos elementos Tb e Dy. Ele se encontra na natureza acompanhando os lantanideos e se assemelha aos
cations Tb** e Dy*" em seus compostos.

Os potenciais de ioniza¢do sdo relativamente baixos, de modo que as TR sdo altamente
eletropositivas e seus compostos sdo essencialmente i6nicos. Todos os lantanideos, formam cétions
trivalentes (R*"). Alguns lantanideos podem apresentar os estados +1I e +IV, mas estes ions sdo sempre
menos estdveis que os cations trivalentes.

De um modo geral, na quimica analitica das terras-raras, pode-se fazer uma aproximacao
tratando-as como um grupo, com excecao em alguns procedimentos que fazem uso das poucas
diferencas quimicas marcantes para a minoria das TR. Tanto para os minerais como para os produtos
industriais, em se tratando de misturas dos elementos das TR, a sua determinacao, de modo geral, tem
duplo objetivo:

1) determinagdo das TR totais, como um s6 grupo

2) determinac¢do das TR individuais.
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Geralmente a determinagdo da mistura se faz usando um comportamento geral de precipitagao,
como oxalato ou hidroxido, ou uma titulagdo volumétrica com um agente complexante, como, por

exemplo, EDTA [78-79].

2.7.1 Compostos com o grupo carboxilato

Entre os compostos organicos mais simples das TR estdo os carboxilatos. Os compostos
insoluveis em agua, formados pelos acidos dicarboxilicos, especialmente os oxalatos, tém sido usados
por muitos anos para a determinacdo gravimétrica das TR e torio. Seu uso requer posterior calcinagao
dos oxalatos para a obtengao dos 6xidos, de modo que sua decomposi¢ao térmica tem sido estudada
com muita aten¢do. Por outro lado, adiciona-se a esse seu uso pratico o fato de o anion carboxilato
funcionar como ligante bidentado, de modo que se pode esperar que os cations grandes dos lantanideos
exibam alto numero de coordenacao nos carboxilatos, o que tem levado a intensos estudos para a

determinagdo de suas estruturas complexas [74,78].

2.7.2 Monocarboxilatos

A maior parte da literatura descreve somente a preparacdo dos carboxilatos das terras-raras e
sua decomposi¢do térmica, incluindo-se ai a desidratacdo preliminar dos compostos quando os hidratos
sdo os produtos primarios. O método geral de preparacdo destes compostos consiste em dissolver o
oxido, hidréxido ou carbonato preferencialmente para o cério, pela dificuldade de se dissolver o CeO>
ou de se obter o sesquioxido (Ce203) no acido carboxilico (usualmente solugdo concentrada) e evaporar
a solugdo até a cristalizagdo do produto. Quando os carboxilatos sdo insoliiveis em dgua, como 0s
formiatos, e arilcarboxilatos, os compostos sao precipitados. Em outros exemplos, os carboxilatos sao
extraidos do meio aquoso para um solvente como hidrocarbonetos (ex.: benzeno) e o solvente
evaporado até a cristalizagdo ocorrer. Benzeno tem sido usado para a recristalizagdo de muitos
carboxilatos de TR de cadeias longas. Uma via muito conveniente para os carboxilatos alifaticos de
cadeias longas ¢ por troca de ligante (Ligand Exchange), a qual é efetuada simplesmente aquecendo-
se os acetatos, mais acessiveis, com o acido alifatico, num diluente tipo hidrocarboneto como benzeno

ou entdo aquecido sob refluxo [78].
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2.8 DIFRACAO DE RAIOS X PELO METODO DO PO

Os raios X constituem uma radiagdo eletromagnética de comprimento de onda curto produzida
pela aceleracdo ou desaceleracao de elétrons de alta energia ou pelas transigoes de elétrons dos orbitais
internos dos 4tomos. O intervalo de comprimentos de onda dos raios X vai de cerca de 10-5 A até 100
A; a espectroscopia de raios X convencional utiliza raios X na regido de 0,1 A at¢ 25 A (1 A=0,1 nm
=10-10 m) [79].

Da mesma forma que para as outras radia¢des eletromagnéticas, a interagdo entre o vetor campo
elétrico da radiagdo X e os elétrons da matéria que a radiacdo atravessa resulta no espalhamento.
Quando os raios X sdo espalhados pelo ambiente ordenado de um cristal, ocorre a interferéncia entre
os raios espalhados (tanto construtiva quanto destrutiva) porque as distancias entre os centros
espalhadores sdo da mesma ordem de grandeza que o comprimento de onda da radia¢do; o resultado ¢
a difragao [79].

A difracao de raios X também fornece um meio conveniente e pratico para a identificacao
qualitativa de compostos cristalinos. O método de difragao de raios X usando amostra policristalina,
ou método do pd, ¢ unico, porque somente este método analitico ¢ capaz de fornecer informacao
qualitativa e quantitativa sobre os compostos presentes em uma amostra solida. Os métodos de raios
X de po estao baseados no fato de que o padrao de difragcdo de raios X € unico para cada substancia
cristalina. Assim, se ¢ encontrada uma concordancia exata entre o padrdo produzido pela amostra
desconhecida e o de uma amostra conhecida, entdo a identidade quimica da amostra desconhecida

pode ser atribuida [79].

3 OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho, em uma primeira etapa, foi a sintese de complexos do farmaco
Ibuprofeno com ions lantanideos (III) pesados e itrio (III), no estado sélido. Em uma segunda etapa
foi realizar a caracterizagdo térmica e espectroscopica desses compostos utilizando-se: Analise
termogravimétrica (TG), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), complexometria com EDTA, difragdo de raios X
(DRX), as técnicas acopladas TG-FTIR e realizar um ensaio bioldgico para verificar a atividade

citotoxica/proliferativa dos compostos sintetizados.
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As técnicas termoanaliticas em conjunto com a técnica de complexometria com EDTA foram
utilizadas para verificar algumas de suas propriedades, tais como estequiometria, estabilidade térmica,
etapas de decomposi¢do térmica e entalpia de desidratagdo dos complexos formados, decorrente do
aquecimento da amostra em determinada atmosfera, andlise dos volateis liberados e teor de metal
presente nos complexos.

Para avaliar os modos de coordenagdo do ligante ibuprofeno aos metais, foi utilizada a técnica
de espectroscopia no infravermelho (FTIR). A técnica de DRX foi utilizada para verificar a
cristalinidade dos compostos sintetizados.

A segunda etapa do trabalho foi a realizagdo dos ensaios bioldgicos a fim de verificar a
citotoxicidade/proliferacao de células utilizando MTT (brometo de 3-[4,5- dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio) para reagir com as desidrogenases mitocondriais presentes apenas em células
metabolicamente ativas, isto &, células vivas, resultando na produ¢ado de cristais de Formazan e assim

verificar a viabilidade celular.

4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 PREPARO DA SOLUCAO DE IBUPROFENO

O farmaco foi adquirido do fornecedor (Aldrich) em sua forma acida com um teor de pureza
de > 98% na forma de racemato. Uma solugdo do sal de sodio do ibuprofeno foi preparada através da
neutralizacdo adicionando-se, sob agitagdo, uma suspensdo aquosa, 1000 mg (4,845 mmol) de
ibuprofeno (Aldrich) a 49 mL de uma solucdo de hidroxido de sédio 0,1 mol-L™! em pH proximo de 8.
Ap0s essa neutralizagdo a solugdo resultante foi filtrada para que pudesse tirar qualquer vestigio de

farmaco ndo dissolvido.

4.2 PREPARO DAS SOLUCOES DOS iIONS METALICOS

Nesta etapa, as solugdes dos cloretos de lantanideos foram preparadas reagindo-se uma massa
de 100 mg dos 6xidos de lantanideos (III), em cerca de 5 gotas de HCI concentrado, em um béquer de

400 mL. O excesso do 4cido foi eliminado através de diversos ciclos de evaporagdo com adi¢ao de
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agua destilada para que a forma acida do ibuprofeno (Hibu) ndo precipitasse nas etapas subsequentes.

A reagdo ocorrente esta mostrada abaixo:
Ln;O3 + 6 HC1 - 2 LnCls + 3 H,O

Sendo Ln2O3 a formula molecular que representa os 6xidos de lantanideos (III) com excec¢ao

do Térbio que possui féormula molecular (Tb4O7).

4.3 PREPARO DOS COMPLEXOS

Com o preparo das duas solucdes a terceira etapa da sintese pode ser iniciada fazendo-se reagir
a solugdo 0,1 mol.L! do sal de sédio de ibuprofeno, com a solugio dos cloretos de lantanideos. Esse
processo foi realizado adicionando-se de forma lenta e sob agitacdo constante a solu¢ao do sal de sddio
na soluc¢do do cloreto de lantanideo.

Os complexos foram obtidos pela da precipitagdo total de solidos brancos, que foram filtrados
em papel de filtro Whatman 42. Diversas lavagens com agua fria foram realizadas a fim de retirar
qualquer excesso de cloreto que pudesse estar adsorvido ao precipitado. Para verificar a eliminagao de
todo o cloreto, foi realizado teste qualitativo para cloreto com solu¢do de AgNO:s.

Por ultimo os precipitados foram recolhidos e estocados em um dessecador até o momento da

analise para a remocao de toda a agua fracamente ligada ao complexo.

4.4 TERMOGRAVIMETRIA (TG) E ANALISE TERMICA DIFERENCIAL
(DTA)

As medidas de TG-DTA foram obtidas utilizando-se o equipamento SDT Q2960 da TA
instruments. Este equipamento ¢ capaz de operar de 25°C até 1600°C. Para a analise dos complexos
sintetizados, utilizou-se um cadinho de o-AlOs; (40 pL), pois este ¢ capaz de suportar elevadas
temperaturas, com uma razio de aquecimento de 20 °C min'. Os termopares para a amostra e

referéncia sdo de Pt/ Pt-Rh 13% (m/m). Foi utilizada uma massa de amostra préxima a Smg sob uma
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atmosfera de ar com vazdo de 100 mL min™! entre intervalo de temperatura de 25 °C — 800 °C. O

equipamento foi calibrado conforme recomendagao do fabricante.

4.5 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

Todas as analises foram realizadas no equipamento DSC-Q10 da TA Instruments. Como
suporte de amostra e como referéncias foram utilizados cadinhos de aluminio de 40 puL com tampa
perfurada, submetidos a uma razio de aquecimento de 20 °C min’', massa de amostra de
aproximadamente 3 mg e atmosfera de ar sintético com uma vazio de 100 mL min™'.

Para esse tipo de analise foi necessario operar o equipamento até 250 °C aproximadamente,

pois os eventos térmicos que eram relevantes estavam até essa temperatura.

4.6 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos no espectrofotdmetro com transformada
de Fourier, modelo Nicolet iS10 FT-IR, com resolugio de 4 cm™, na regido compreendida entre 4000-
600 cm!, usando acessorio para a técnica de reflectancia total atenuada (ATR) com cristal de germanio

(Ge).

4.7 TITULACAO COMPLEXOMETRICA COM EDTA

Para a determinacdo da quantidade de ions metélicos presentes nos complexos, foi utilizada a
técnica de titulagdo complexométrica que consistiu em usar solu¢do de EDTA como titulante. Esse
procedimento foi realizado com bureta de pistio digital com precisdo de 1x102 mL.

O preparo das solucdes a serem tituladas foi realizado da seguinte maneira: Primeiramente foi

pesado uma massa de 50mg de cada complexo sintetizado com auxilio de uma balanga analitica de
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precisdao 0,1mg. Em seguida as amostras foram levadas a uma mufla para serem calcinadas por um
periodo de 30 minutos a uma razdo de aquecimento de 30°C min"! em uma atmosfera de ar com o
intuito de se eliminar toda a matéria organica ali existente e chegar aos respectivos 6xidos.

Assim como descrito anteriormente no item 4.2 (Preparo das solu¢des dos ions metalicos 0,1
mol.L") foi necessario fazer uma solugdo de cloreto de lantanideo novamente, pois os oxidos sdo
insoliveis em solugdo aquosa.

Com as solugdes prontas, cada uma foi transferida para um baldo volumétrico e tiveram seu
volume completado até 50 mL. A titulagdo ocorreu em triplicata, utilizando aliquotas de 10 mL de
cada uma dessas solugdes, na qual foram tituladas por uma solugdio padrio de EDTA 0,01 mol L!

preparada anteriormente, utilizando alaranjado de xilenol como indicador metalocrdmico que trabalha

na faixa de pH 6 [80].

4.8 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X PELO METODO DO PO

As medidas de difragdo de raios X foram realizadas a temperatura ambiente em um difratdmetro
multiusudrios da marca Rigaku, modelo D/MAX-2100PC, da UNESP de Bauru, com radiagdo CuKa
(L =1,5405A) e filtro de Ni para eliminagio da radiacio KB. A amostra se encontrava na forma de p6
e foi utilizada fenda com abertura de 10mm, com corrente de 20mA e um potencial de 40kV. A

varredura do detector foi feita de 10 a 80° com velocidade de 2° min™'.

4.9 ANALISE DOS GASES LIBERADOS POR TG-FTIR

Os experimentos de TG-FTIR foram realizados utilizando um analisador termogravimétrico,
Mettler TG-DSC, acoplado a um espectrometro de infravermelho, iS10 Nicolet FT-IR Spectrometer.
A linha de transferéncia consiste em um tubo de aco inoxidavel de 120 cm de comprimento (2 mm de
diametro interno), aquecida a uma temperatura constante de 250°C. As medidas de FTIR foram
realizadas com um detector DTGS em uma célula de gas especialmente desenvolvida, aquecida a uma
temperatura constante de 250°C. Os compartimentos do interferometro e da célula de gas foram

purgados com gas N».
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4.10 ENSAIO BIOLOGICO

4.10.1 Recrutamento de individuos saudaveis voluntarios

Participaram deste estudo dez individuos saudaveis recrutados em Banco de Sangue. O critério
de inclusao foi a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Os critérios de exclusdo
foram: presenca de qualquer doencga infecciosa, inflamatéria ou neoplasia, ou gravidez. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias de Bauru UNESP (Certificado
de Apresentagdo para Apreciagdo Etica - CAAE # 20497414.0.0000.5398). Consentimento informado
por escrito para participacdo e publicagdo dos dados foram obtidos e assinados por todos os

participantes.

4.10.2 Obtencao de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Sangue periférico de individuos saudaveis foi obtido por pun¢do venosa, sendo 10 mL
colocados em tubos estéreis contendo 20 U/mL de heparina. As células mononucleares foram
recuperadas por meio de separagdo em gradiente de densidade, utilizando Histopaque®-1077 (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA) e, logo apds, lavadas com meio de cultura RPMI 1640 (Gibco
Laboratories, Grand Island, N.Y.) por 10 min a 1500 rpm. Apos este procedimento, as células foram
ressuspensas em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 2,0 mM de L-glutamina (Sigma
Chemical Co. St Louis, MO, USA), 40 mg/mL de gentamicina e 20% de soro bovino fetal inativado
(meio RPMI completo). A contagem celular foi realizada com Turk e a viabilidade de PBMCs foi
verificada por incorporacio de Azul de Tripan 0,1%. A concentragio celular foi ajustada para 10°

células/mL.

4.10.3 Ensaio de citotoxicidade

O MTT (brometo de 3-[4,5- dimetil-tiazol-2-11]-2,5-difeniltetrazolio) € um sal soluvel em agua.
O mesmo reage com as desidrogenases mitocondriais presentes apenas em células metabolicamente

ativas, isto €, células vivas, resultando na producao de cristais de Formazan de cor roxa, insoluveis em
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4dgua. Esse sal ¢, portanto, utilizado para verificar a viabilidade celular. PBMCs (10° células/mL) foram
estimuladas com diferentes concentragdes de cada composto a ser testado e, incubadas por 96 horas a
37°C em 5% CO». Apds incubagdo, a placa de cultura foi centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm. O
sobrenadante foi desprezado e as células ressuspensas em meio RPMI completo contendo MTT (5
mg/mL). A placa foi incubada por mais 2 horas a 37°C em 5% CO: e, ap0s este periodo, centrifugada
por 5 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi retirado e as células foram ressuspensas em 100 ul de
Dimetilsulféxido (DMSO) por poco. Apds 5 minutos, a placa foi lida em leitor de ELISA a 540nm. O
indice de citotoxicidade (IC) foi obtido a partir da razdo entre a cultura teste, estimulada pelos
compostos e, a cultura controle, contendo apenas células. Foram considerados citotoxicos valores
significativamente menores que os valores obtidos nas culturas controle. Do mesmo modo,

consideramos atividade proliferativa valores significativamente maiores que os valores obtidos na CC.

4.10.4 Analise estatistica

A comparacao entre os dois grupos pareados foi realizada pelo teste t-pareado. Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software. Inc., San Diego,
California, EUA) e p <0,05 foi estabelecido para significancia estatistica [81].

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE TERMICA DO IBUPROFENOQO

As curvas TG-DTA e TG/DTG do farmaco ibuprofeno estdo apresentadas na Figura 6. As
curvas mostram que o ibuprofeno apresenta perda de massa em apenas uma etapa e também, dois
eventos na curva DTA. O primeiro evento da curva DTA ¢ correspondente ao ponto de fusdo do
ibuprofeno (76°C) confirmado pelo pico endotérmico, e também por ndo variar a massa da amostra. A
decomposic¢ao térmica ocorre entre 125°C e 255°C com um pico endotérmico em 240° na curva DTA.
A variacao observada na curva TG, por volta de 75°C ¢ referente a acomodagdo da amostra durante a

fusdo.
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Figura 6: Curva TG-DTA e TG/DTG do ibuprofeno (massa inicial = 4,8913 mg)

A Curva DSC do ibuprofeno ¢ apresentada na Figura 7. A andlise foi feita utilizando dois ciclos
de aquecimento até temperatura proxima a decomposicao térmica do ibuprofeno (125°C). Utilizando-
se a equacao de Van’t Hoff foi possivel calcular a pureza do firmaco bem como a energia envolvida
na fusdo do farmaco. O primeiro aquecimento mostra um Unico evento relacionado a fusao do farmaco,
apresentando um AH= 31,71 kJ/mol. No resfriamento, ndo foi observado nenhum evento, ou seja, o
ibuprofeno apods fundido, ndo se recristaliza. O segundo ciclo de aquecimento também nao mostrou
nenhum evento, confirmando que o composto ap6s fundido ndo apresenta nenhuma mudanga em suas

caracteristicas fisicas [55].
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5.2 ANALISE TERMICA DOS COMPOSTOS

As curvas TG-DTA simultaneas ¢ TG-DTG dos compostos sdo mostradas nas Figuras 8-16.
Estas curvas mostram que o composto de Gd e Tb se apresentaram hidratadados e os demais compostos
(Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu, Y) foram obtidos no estado anidro.

Por apresentarem similaridades em seus perfis de decomposicao térmica a discussdo sera feita
em conjunto, porém dividida em dois grupos, os compostos hidratados (Gd e Tb) e os anidros (Dy,
Ho, Er, Tm, Yb, Lu, Y).

Os resultados termoanaliticos e aqueles provenientes da técnica de complexometria dos
compostos com os lantanideos pesados sdo exibidos na Tabela 1. Estes dados permitiram estabelecer
a estequiometria dos compostos, que estdo de acordo com a féormula geral [Ln(L)3]'-nH>O, onde Ln=

lantanideos; L= ibuprofeno e n=ntimero de moléculas de 4dgua.
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5.2.1 Termogravimetria (TG) e Analise térmica diferencial (DTA) dos complexos

de Ibuprofeno com gadolinio e térbio

As curvas TG-DTA simultanea ¢ TG/DTG dos compostos sdo apresentadas nas Figuras 8-9.
As curvas TG-DTA mostram que os compostos se apresentaram com 1 (Gd) e 0,5 (Tb) molécula de
agua de hidratagdo. A decomposicao térmica desses compostos apos a desidratagdo ocorreu em quatro
e trés etapas respectivamente.

No composto de gadolinio (Gd) a primeira perda de massa observada até temperatura proxima
de 97 °C e ¢ correspondente a desidratagdo. Esse evento ocorre em uma Unica etapa. As trés seguintes
perdas de massa do composto anidro s3o correspondentes a decomposicao do ligante organico ¢ a
quarta etapa € correspondente a oxidagdo da matéria organica remanescente.

O composto apresentou estabilidade térmica de 159°C, temperatura essa que se inicia a segunda
perda de massa que ocorre na faixa de temperatura de 159 a 237°C em uma unica etapa, com o pico
exotérmico correspondente na curva DTA em 199°C. A terceira perda de massa ocorre na faixa 237 a
531°C em uma Unica etapa com eventos endotérmicos e exotérmicos sobrepostos sem evidéncia de
formagdo de um pico na curva DTA, pois a energia resultante ndo foi suficiente para haver a formacao
de um pico. A quarta e quinta perda de massa ocorreram na faixa de temperatura de 531 a 623°C e 623
a 800°C, respectivamente. Esses eventos apresentaram a formagdo de um pico exotérmico na curva
DTA em temperatura de 542 °C e 621°C respectivamente. A quinta perda de massa ¢ atribuida a
oxidagdo da matéria organica remanescente e estd associada ao pico exotérmico em sua respectiva
curva DTA.

No composto de térbio (Tb) a primeira perda de massa € observada até temperatura proxima de
92 °C para esse composto ¢ correspondente a desidratacdo. Esse evento ocorre em uma Unica etapa.

As curvas TG-DTA e TG/DTG do composto anidro mostra que os eventos de decomposi¢do
térmica ocorrem em trés etapas consecutivas com alguns eventos sobrepostos.

A segunda e terceira etapas de decomposi¢do térmica estdo relacionadas a decomposicao do
ligante organico. A segunda etapa acontece com uma Unica rea¢do conforme pode ser visto na curva
TG-DTG, no intervalo de temperatura de 152-208°C. A terceira perda ocorre por de um mecanismo
complexo de decomposicao térmica. Existem alguns eventos sobrepostos que ocorrem nessa etapa,
que resultam em um pequeno evento exotérmico associado na curva DTA, resultante de reagdes
endotérmicas e exotérmicas que ocorrem simultaneamente e ocorrem na faixa de temperatura de 208-

486°C. A quarta e tltima etapa ocorre na faixa de temperatura de 486-800°C ¢ atribuida a oxidagdo da
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matéria organica remanescente e ocorre através de duas etapas sobrepostas, no qual esta associada ao

pico exotérmico intenso em sua respectiva curva DTA.

Tabela 1: Dados Analiticos dos Compostos

Compostos Metal / % Ligante / % Agua /% Residuo Final / %
Massa
Calc. TG EDTA Calc. TG Cale. TG Calc. TG  Oxide
(mg)
[Gd(ibu);]- 1H,O 6,4012 19,86 20,40 20,11 77,18 76,56 227 1,84 22,82 23,44 Gdy0s
[Tb(ibu);].0,5H,0 5,3049 20,20 19,94 19,90 75,10 74,96 L,L15 1,58 23,75 23,46 TbsO
[Dy(ibu)s] 5,1604 20,65 21,59 21,33 75,16 75,21 - - 23,86 24,79 Dy03
[Ho(ibu)s] 5,2250 21,03 20,37 20,87 75,89 76,67 - - 24,10 23,33 Ho03
[Er(ibu)s] 5,0144 21,28 21,23 21,02 75,57 75,72 - - 24,43 24,28 EnO;
[Tm(ibu)3] 5,1484 21,44 21,37 21,12 75,51 75,60 - - 2449 2441 TmyOs
[Yb(ibu)s] 5,5841 21,85 21,10 21,19 75,12 75,95 - - 24,88 24,03 YbyO3
[Lu(ibu)s] 5,5061 22,04 22,34 22,07 74,93 74,59 - - 25,06 2541 Lu03
[Y(ibu)s] 6,0682 12,36 13,08 12,85 82,72 81,80 - - 15,70 16,61 Y203

39



100

90

80

70

60

Massa / %

50 -

40 -

30 4

20

Y T
0 100

T

|
200

T

T T

1 I T
300 400 500
Temperatura / °C

T
600

T

; -
700 800

100
9 -
80;
70-
60;

50

Mass/%

40 -
30 4
20 -

10 4

LY
P T it

I

T T
0 100

T
200

T T T
300 400 500

Temperatura / °C

T
600

T :
700 800

Figura 8: Curva TG-DTA e TG-DTG do composto [Gd(ibu)3]-1H2O

Diferenca de temperatura / °C

dm /dT

40



2,5

- 1,5

Bw o, /vLia

=] v

y =]
1 L 1

--0,5

TG
-----DTA

o, | BSSE

Temperatura / °C

1.0

1P/ wp

- 0,8
- 0,6
0,
-0,2
- 0,0

40 -

!
]
owr

%% | BSSEN

100 -
80 +

20

200 300 400 500 600 700 800

100

Temperatura / °C

5H,O

b

Figura 9: Curva TG-DTA e TG-DTG do composto [Tb(ibu);]-0

41



5.2.2 Termogravimetria (TG) e Analise térmica diferencial (DTA) dos complexos

de Ibuprofeno com dispradsio, hélmio, érbio, tulio, itérbio, lutécio e itrio.

As curvas TG-DTA simultaneas e TG/DTG dos compostos sdo apresentadas nas Figuras 10-
16. As curvas TG-DTA mostram que todos os compostos se apresentaram na forma anidra, e sua
decomposicao térmica ocorre em quatro etapas consecutivas e/ou sobrepostas, apesar das curvas DTG
indicarem um maior nimero de etapas. Sugere-se assim, que o processo de decomposicao térmica
observado nos compostos ocorre por um mecanismo muito mais complexo do que o observado nas
curvas TG.

Para todos os compostos as trés primeiras perdas de massa sao correspondentes a decomposi¢ao
do ligante orgénico e a quarta etapa ¢ correspondente a oxidagdo da matéria organica remanescente.

A primeira perda de massa, tem inicio nas temperaturas de 151°C (Dy); 158°C (Ho); 151°C (Er);
160°C (Tm); 158°C (Yb); 169°C (Lu); 175°C (Y) e ocorrem em uma Unica etapa, com 0 pico
exotérmico correspondente na curva DTA. Essas temperaturas correspondem a estabilidade térmica
de cada composto.

A segunda e terceira perda de massa de cada composto ocorre em mais de uma etapa com eventos
endotérmicos e exotérmicos sobrepostos observadas até a temperatura de 502°C (Dy); 508°C (Ho);
509°C (Er); 515°C (Tm); 520°C (Yb); 528°C (Lu); 529°C (Y). Devido a estes eventos ocorrendo
simultaneamente, os picos nao ficam evidentes na curva DTA em alguns dos compostos, pois a energia
resultante ndo foi suficiente para haver a formacao de um pico. Nesses casos que ndo apresentam um
pico, ha formacao de uma exoterma. No composto de Dy, Ho e Er, ndo ha evidéncia da formagao de
pico na curva DTA em nenhuma das duas perdas de massa. No composto de Tm e Y os picos
exotérmicos de cada etapa sdo observados em temperatura de 360°C, 492°C e 355°C e 520°C
respectivamente, sendo em todos os casos a menor temperatura correspondente a segunda e a maior a
terceira perda de massa. No composto de Yb a segunda perda de massa apresenta pico exotérmico na
temperatura de 359°C e ndo ha evidéncia de formagdo de pico na terceira perda de massa. No composto
de Lu acontece o inverso ao observado no composto de Yb. Na segunda perda de massa nao ha
evidéncia de formacao de pico e a terceira perda apresenta pico exotérmico em temperatura de 507°C.
A quarta perda de massa ¢é correspondente a oxidacdo da matéria orginica remanescente em todos os
casos. As curvas TG-DTA e TG-DTG mostram que esse evento ocorre em uma etapa, com um pico
exotérmico intenso na curva DTA.

Um caso particular acontece no composto de itrio, esse composto apresenta uma perda de massa

que ocorre desde a temperatura inicial da andlise até uma temperatura 175°C. Conforme mostrado na
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curva TG ha uma ligeira perda de massa na curva, o que poderia indicar que o composto se apresentava
na forma hidratada. No entanto, a curva DTG nao apresenta nenhum pico referente a essa ligeira perda
de massa que ocorre. Esse fato pode ser explicado que o composto apresentou agua superficial, pois
pode nao ter secado completamente até o momento da andlise. Os dados com intervalos de temperatura,
porcentagens de perda de massa e temperatura dos picos estao sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2: Intervalo de temperatura dos eventos térmicos 0, porcentagens de perdas de massa e temperaturas

de picos observadas em cada etapa da curva TG-DTA dos compostos.

Compostos Etapas
Primeira Segunda Terceira Quarta Quinta
[Gd(ibu);].1H,O 0°C 25-97 159 -237  237-531 531-623 623 - 800
Perda / % 1,84 7,02 55,52 7,92 4,26
Pico /°C - 199 (exo0) - 542 (exo0) 621 (exo)
[Tb(ibu);].0,5H,0  6°C 25-92 152-208 208 - 486 486 - 800 -
Perda / % 1,58 2,46 57,10 15,40 -
Pico /°C ) 182 (exo) 492 (ex0) 522 (exo) )
[Dy(ibu)s] 0°C 151 -239 239-340 340 -502 502 - 800 -
Perda / % 5,59 7,02 46,91 15,69 -
Pico /°C 206 (exo) - - 556 (exo) -
[Ho(ibu)s] 0°C 158 — 225 225-370 370-508 508 — 800 -
Perda / % 4,62 11,79 44,74 15,52 -
Pico /°C 201 (exo) - - 545 (exo) -
[Er(ibu)s] 0°C 151 -223 223-386  396-509 509 - 1000 -
Perda / % 7,51 22,77 24,89 20,55 -
Pico /°C 192 (exo) - - 559 (exo0) -
[Tm(ibu)s] 0°C 160 - 227 227-385 385-515  515-1000 -
Perda / % 3,69 15,24 42,71 13,95 -
Pico/°C 203 (exo0) 360 (exo) 492 (exo0) 551(exo0) -
[Yb(ibu)s] 0°C 158 —227 227-278 278 -520 520 - 800 -
Perda / % 5,39 12,22 45,96 12,40 -
Pico / °C 194 (exo0) 359 (exo0) - 551 (exo0) -
[Lu(ibu)s] 0°C 169 — 232 232-373 373-528 528 — 800 -
Perda / % 2,90 9,09 53,02 9,58 -
Pico/°C 201 (exo) - 507 (exo) 556 (exo) -
[Y(ibu)3] 0°C 175 -233 233 -375 375 -529 529 - 800 -
Perda / % 4,44 9,58 58,82 10,55 -
Pico /°C 205 (ex0) 355 (exo) 520 (exo) 558 (exo) -
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Todos os compostos de lantanideos pesados anidros apresentaram um pico exotérmico
significativo em sua primeira perda de massa. O mesmo comportamento foi observado em estudos
anteriores envolvendo o complexo de neodimio com ibuprofeno desidratado [58]. Sugere-se que esse
pico exotérmico em temperatura proxima a 200°C em todos os casos, seja devido a perda de propano,
no qual esta de acordo com o fato que a eliminagao dessa molécula gera uma insaturagdo no composto
€ 1880 seja caracteristico de um processo exotérmico. A perda de massa nessa etapa apresenta um perfil
sigmoidal, ou seja, indica que essa perda acontece de forma lenta. O espectro de FTIR dos volateis
sera apresentado mais adiante.

Galico et al. [82] sintetizaram e caracterizaram compostos de lantanideos pesados com o
farmaco antiinflamtoério nao-esteroide cetoprofeno (derivado do acido propidnico, assim como o
ibuprofeno). Ao final de todo o experimento, ou seja, quando se chega a temperatura final da analise
de todos os compostos, estes sdo obtidos na forma de 6xido de acordo com seu estado de oxidagao
mais estavel. Todos os compostos formam 6xidos de férmula geral Ln2O3, onde Ln = lantanideos, com
excecdo do Térbio que forma Tb4O7, uma caracteristica peculiar desse composto. Todos os residuos
foram confirmados por difratometria de raios X pelo método do po.

A semelhanca no perfil térmico entre esses compostos ¢ comum, entretanto ndo
necessariamente sera 0 mesmo com qualquer tipo de ligante, por exemplo, compostos de disprésio
nem sempre serdao semelhantes aos compostos de érbio.

Os complexos de lantanideos pesados apresentaram um perfil de decomposicao semelhante aos
lantanideos leves, estudados em trabalhos anteriores [58]. A série de complexos de lantanideos leves
se apresentou na forma hidratada, entretanto, com exce¢do dos complexos de gadolinio e térbio, todos
os pesados se apresentaram na forma anidra, com trés ou quatro perdas de massa, consecutivas e/ou
sobrepostas, com isso, € possivel sugerir que independente do metal lantanideo que esteja coordenado
ao ligante ibuprofeno, o mecanismo de decomposi¢do do composto anidro ocorre de maneira

semelhante.
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5.3 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

As curvas DSC dos compostos foram obtidas até a temperatura de 250°C e sdo mostradas na

Figura 17-25. As curvas DSC dos compostos de gadolinio, térbio, disprésio e hdlmio mostraram

eventos proximos a 80°C, no qual esta associado a desidratagdo do composto. Entretanto, analisando

a curva TG-DTA dos compostos de disprésio e hdélmio, percebe-se que a perda de massa nessa etapa

¢ muito pequena e ¢ atribuida a agua superficial. Nao houve formag¢do de um pico endotérmico

referente a primeira perda de massa dos compostos hidratados, sendo assim, nao foi possivel calcular

o valor de entalpia de desidratagdo.

O pico exotérmico observado em todas as curvas esta relacionado com a primeira perda de massa

dos compostos anidros. As curvas DSC forneceram informagdes sobre a energia envolvida nesta etapa.
Os valores de entalpia obtidos foram 249,98 (Gd); 176,94 (Tb); 387,24 (Dy); 199,16 (Ho); 386,92
(Er); 288,09 (Tm); 241,52 (Yb); 160,67 (Lu); 189,89 (Y) kJ-mol ™.
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5.4 ESPECTROSCOPIA DE REFLECTANCIA NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO

Os dados de espectroscopia no infravermelho do sal de sodio de ibuprofeno e seus compostos
com Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu e Y s@o mostrados nas Figuras 27-35 respectivamente e as bandas
mais relevantes sdo dadas na Tabela 3.

Deacon e Phillips [76] realizaram um estudo, em que o objetivo foi investigar a relagdo entre
os modos de estiramento simétrico e assimétrico dos ligantes carboxilatos € 0 modo de coordenacao
em complexos de acetatos. Eles concluiram que, calculando a diferenga entre as posi¢cdes das bandas
referentes aos estiramentos simétrico (Vvs) e assimétrico (va) do grupo carboxilato (Aj), € possivel inferir
o modo de coordenacao deste ligante no complexo. As bandas atribuidas ao grupo carboxilato para o
sal de sodio de ibuprofeno (Na-ibu), que é predominantemente idnico, situam-se em 1587 cm™!
(Va(coo?) € 1405 em™! (vscoo-)). Quando o modo de coordenacdo ¢é bidentado, A; ndo sofre grandes
alteragdes em relagdo a liga¢do idnica. Valores de A significativamente inferiores sdo considerados
indicativos de quelacdo pelo grupo carboxilato. Entretanto, o valor de Ajndo ¢ baixo o suficiente para
atribuir caracteristica de quelante apenas (A;< 100 cm™).

O ibuprofeno apresenta um tUnico sitio de coordenagdo, que ocorre através de seu grupo
carboxilato, com isso, a principal regiio de estudo do espectro estd entre 1550 e 1400cm™', a qual
compreende as deformagdes axiais simétricas e assimétricas do grupo carboxilato.

As bandas de absorgao referentes as vibragdes das deformacgdes axiais assimétrica e simétrica
do grupo carboxilato para os compostos de lantanideos pesados, foi evidenciada na regido de 1543 -
1427,1411 cm™ (Gd), 1549-1427,1414 cm™ (Tb), 1541-1427,1412 cm™ (Dy), 1544-1427,1412 cm’!
(Ho), 1543-1427,1413 cm™ (Er), 1544-1428,1414 cm! (Tm), 1541-1429,1413 cm™ (Yb), 1542-
1429,1414 cm™ (Lu) e 1543-1427,1412 cm™ (Y).

O composto de Gd e Tb apresentou grande semelhanga no seu espectro quando comparado aos
compostos de lantanideos leves, que se apresentaram hidratados [58]. Ja os compostos de Dy, Ho, Er,
Tm, Yb, Lue Y, apresentaram um desdobramento no pico de vibragdo simétrica do grupo carboxilato.
Como esses compostos apresentaram-se anidros, sugere-se que esse desdobramento seja influenciado
pela auséncia de moléculas de agua, pois ndao ha interagdes do tipo ligacao de hidrogénio, entre os

hidrogénios da agua e o oxigénio do grupo carboxilato. A presen¢a de 4gua no composto, faz com que
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haja um alargamento do pico referente a vibragao simétrica do grupo carboxilato, sendo assim, o pico
de vibragdo simétrica apresenta apenas um ombro. Assim, sugere-se que esse desdobramento seja
observavel nos complexos anidros em questdo, embora também seja possivel a presenca de mais de
um modo de coordenacdo dos grupos carboxilato, baseando-se na diferenca dos valores de
comprimento de onda dos estiramentos assimétricos e simétricos respectivamente. Os espectros do sal
de sddio e dos complexos sao apresentados na Figura 36. A anélise dos espectros permitiu sugerir uma
possivel estrutura com a ocorréncia de quatro ligagdes em ponte com a formacgdo de unidades
centrossimétricas dinucleares semelhante ao observado em outros compostos de lantanideos [74-75],
sendo assim, os complexos apresentam numero de coordenagao 8. Uma sugestdo de estrutura esta
exibida na Figura 37, onde Ln representa os ions metalicos (Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu e Y)

estudados nesse trabalho.

Tabela 3: Dados espectroscopicos para sal de sédio do ibuprofeno e dos complexos de lantanideos e itrio(IIT)

Composto Vanti-sym(COO ) / cm’! Vsym(CO0) / cm’! A/cm’!
Na-ibu 1587 1405 182
[Gd(ibu);]- 1H20 1543 1411, 1427 132,116
[Tb(ibu);].0,5H20 1549 1414, 1427 135,122
[Dy(ibu)s] 1541 1412, 1427 129, 114
[Ho(ibu)s] 1544 1412, 1427 132,117
[Ex(ibu)s] 1543 1413, 1427 130, 116
[Tm(ibu)s] 1544 1414, 1428 130,116
[Yb(ibu)s] 1541 1413, 1429 128, 112
[Lu(ibu)s] 1542 1414, 1429 128,113
[Y(ibu)s] 1543 1412, 1427 131,116

Vanti-sym(C00") € Vsymcoo™) = vibragdes simétricas e assimétricas do grupo COO- respectivamente A= [Vanti-symc00)] — [Vsym(coo’)].

As principais bandas de deformac¢do do composto [Tb(ibu)s]-0,5H-O, representativo dos

demais, sdo apresentadas na Figura 28 e seus dados sdo dadas na Tabela 4:
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Tabela 4: Principais bandas encontradas nos espectros de absor¢dao na regido do infravermelho

experimental do farmaco ibuprofeno com Térbio [Tb(ibu)-0,5H>0]

Atribuicao Tipo de deformagao Banda
vaCHj3 Deformagao axial assimétrica CH3 2954
LaCH> Deformagao axial assimétrica CH» 2923
LsCH3 Deformagao axial simétrica CH3 2868

LaCOO" Deformagao axial assimétrica do carboxilato 1549
0aCHs Deformacao angular assimétrica no plano CH3 1464

Deformacgao axial simétrica do carboxilato +

LsCOO" + 3sCH; Deformagdo angular assimétrica no plano CHs 1427,1414
0sCH3 Deformagao angular assimétrica no plano 1367
PpwCHying Deformagdo angular simétrica fora do plano CHanel 848
) Deformagao do anel benzénico 788

v, estiramento; d, dobramento angular; pw, balango; pr, rotagdo; ¢, vibracdo do anel; sobescritos a € S
denota assimétrico e simétrico respectivamente.
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Figura 26: Espectro no Infravermelho do Sal de Sédio Na-ibu
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Figura 28: Espectro no Infravermelho do complexo [Tb(ibu)3]-0,5 H>O
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Figura 29: Espectro no Infravermelho do complexo [Dy(ibu)s]
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Figura 30: Espectro no Infravermelho do complexo [Ho(ibu)s]
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Figura 31: Espectro no Infravermelho do complexo [Er(ibu)s]
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Figura 32: Espectro no Infravermelho do complexo [Tm(ibu)s]
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Figura 34: Espectro no Infravermelho do complexo [Lu(ibu)s]
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Figura 36: Espectro no Infravermelho dos complexos (a) Na-ibu (b) [Gd(ibu)s3]-1H20 (¢)
[Tb(ibu);]-0,5H20, (d) [Dy[(ibu)s] (e) [Ho(ibu)s], (f) [Ex(ibu)s], (g) [Tm(ibu)s], (h) [Yb(ibu)s], (i)

[Lu(ibu)3], §) [Y(ibu)s]
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H3C

Figura 37: Sugestao de estrutura para os complexos

5.5 ANALISE DOS PRODUTOS GASOSOS POR TG-FTIR

Os gases liberados na primeira perda de massa de alguns dos compostos anidros foram
investigados por TG-FTIR. Esses compostos sdo representativos dos demais. Em estudos anteriores
envolvendo lantanideos leves e ibuprofeno, em particular o complexo de ibuprofeno com neodimio,
essa perda de massa mostrou tratar-se de propano [58].

O espectro na regido do infravermelho do propano e dos gases liberados sdo mostrados na Figura
37. A eliminacdao da molécula de propano do composto gera uma insaturacao, a qual € caracteristica
de um processo exotérmico, como discutido anteriormente. Apesar da obtencao dos espectros ter sido
realizada em temperatura elevada e também a presenca de outros produtos gasosos, ha uma grande
semelhanca no espectro do propano com os espectros obtidos dos gases liberados em temperatura

proxima a 160°C, com isso, sugere-se que o produto liberado se trata mesmo propano.
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Figura 38: Espectro dos volateis liberados utilizando as técnicas acopladas TG-FTIR: (a) Propano
puro (b) [Gd(ibu);]-1H20 (c) [Tb(ibu)3]-0,5H20, (d) [Dy(ibu)3] (e) [Ho(ibu)s], (f) [Er(ibu)s], (g)
[Tm(ibu)s], (h) [Yb(ibu)s], (i) [Lu(ibu)s], () [Y(ibu)s]
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5.6 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X PELO METODO DO PO

Os difratogramas de raios X pelo método do p6 dos complexos sao mostrados na Figura 38. A
analise dos difratogramas mostrou que os compostos de lantanideos pesados foram obtidos no estado
de baixa cristalinidade. O estado de baixa cristalinidade desses compostos esta relacionado com a baixa

solubilidade dos mesmos.

CPS
f

20
Figura 39: Difratogramas de raios X pelo método do p6 do a) [Gd(ibu);]-1H20 b) [Tb(ibu)3]-0,5H.0
¢) [Dy(ibu)s] d) [Ho(ibu)3] e) [Er(ibu)s] f) [Tm(ibu)s] g) [Yb(ibu)3] h) [Lu(ibu)s] i) [Y(ibu)s3]

68



5.7 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

O ensaio de citotoxidade foi realizado a partir da redu¢ao do MTT (brometo de 3-[4,5- dimetil-
tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolio) por enzimas mitocondriais de cé€lulas vivas. Esse processo resulta na
formagdo de cristais de cor azul escuro, chamados de cristais de formazan [83], assim, uma maior
quantidade de cristais indica maior viabilidade celular. Portanto, este ensaio permite verificar tanto a
citotoxicidade quanto a proliferacdo celular. Sendo assim, os resultados foram analisados de duas
maneiras: a primeira relacionada a viabilidade celular dos compostos, indicando se os mesmos foram
toxicos ou induziram proliferacao celular; na segunda avaliagdo utilizamos os resultados da primeira

avaliagdo para identificar o indice de citotoxicidade capaz de matar 50% das células (ICso).

5.7.1 Atividade citotoxica/proliferativa

Os resultados referentes a citotoxicidade/proliferacdo estdo sumarizados na Figura 39.
Avaliando as diferentes concentragdes verificamos que o ibuprofeno (ibu) possui efeito citotoxico na
concentracio inicial de 50 mg.mL!. Por outro lado, as concentra¢des de 6,25, 3,12 ¢ 1,56 mg.mL"!
induziram proliferacdo celular.

De modo geral, verificamos que os compostos [Yb(ibu)s], [Lu(ibu);] e [Y(ibu)s;] atuam na
diminui¢do da citotoxicidade do fiarmaco. Na concentra¢do inicial, 50 mg.mL™, os compostos
[Yb(ibu)s], [Lu(ibu)3] e [Y(ibu)s] ndo apresentaram atividade citotoxica. Ao analisarmos o conjugado
[Yb(ibu)s] observamos proliferacdo celular nas concentragdes de 12,5, 6,25, 3,12 ¢ 1,56 mg.mL™!. Os
compostos [Lu(ibu)s] e [Y(ibu)s] induziram proliferag@o celular nas concentragdes de 6,25, 3,12 ¢ 1,56
mg.mL!. Em relagdo a associagio do ibuprofeno aos ions Gd (III) e Er (III), similar ao ibu, estes
apresentaram efeito citotoxico na concentragdo de 50 mg.mL" (dose inicial). Em concentragdes
menores, 6,25, 3,12 e 1,56 mg.mL', os compostos [Gd(ibu);]-1H2O e [Er(ibu);] induziram
proliferacdo celular.

Os compostos [Dy(ibu)s], [Tm(ibu)s], [Tb(ibu)3]-0,5H>0O e [Ho(ibu);] apresentaram perfil
citotoxico nas concentracoes de 50 e 25 mg.mL'l. Em concentragdes menores, 6,25, 3,12 ¢ 1,56
mg.mL!, os compostos [Dy(ibu)s], [Tm(ibu)s], [Tb(ibu)s]-0,5H,0 e [Ho(ibu)s] induziram proliferacio

celular.
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Quando comparados ao ibuprofeno, a exce¢do do composto [Dy(ibu):], os compostos
apresentaram valores significativamente maiores na concentragio inicial de 50 mg.mL™!. Os compostos
[Y(ibu)s] e [Tb(ibu)3]-0,5H20 também apresentaram valores significativamente maiores que o ibu na
concentragdio de 3,12 mgmL™!. Similarmente, o composto [Dy(ibu);] apresentou valor
significativamente maior que o ibuprofeno na concentracio de 6,25 mgmLl. Os compostos
[Tm(ibu)3], [Tb(ibu)3]-0,5H2O e [Ho(ibu)s] apresentaram valores significativamente menores em
comparagio ao ibuprofeno na concentracio de 25 mg.mL'. Além disso, o composto [Ho(ibu)s]

também apresentou valores menores que o ibuprofeno na concentragdo de 12,5 mg.mL™.

»

Index de cotoxicidade

5 25 125 625 312 156mgiml 50 25 125 625 312 156mgwml 50 25 125 625 312 156mgml
B
g Dy 3 [ iy g’ Oy
B Tmdbu g 5 B Tbdbu 2 H Hodu
% S |
c] BB LR L. 3 M. B LB

8 8 ...... i P . g ] 8 - o a . : ]
» u | ‘ »
i (] 1 i :_! y ¥ 5 i £ 5 2] { i v

5 25 125 625 312 156mgml 50 25 125 625 312 156mgml 50 25 125 625 312 156mgml

Figura 40: expressos como média + Desvio Padrao, Teste t-pareado, p <0,05. * representa diferenca em
relagdo a CC, representada pela linha tracejada; # representa diferenca entre culturas estimuladas com

ibuprofeno e culturas estimuladas com os compostos na mesma concentragdo (mg.mL™").
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Tabela 5: Dados obtidos dos ensaios biologicos de citotoxicidade

Citotoxico Nao Nao Nao Nao Nao
Citotoxico Citotéxico Citotoxico Citotoxico Citotoxico
com PC com PC com PC
Citotoxico Nao Nao Nao Nao Nao
Citotoxico Citotéxico Citotoxico Citotoxico Citotoxico
com PC com PC com PC
Citotoxico Citotoxico Niao Nao Nao Niao
Citotéxico Citotoxico Citotoxico Citotoxico
com PC com PC com PC
Citotoxico Citotoxico Nao Nao Nao Nao
Citotéxico Citotoxico Citotoxico Citotoxico
com PC com PC com PC
Citotoxico Citotoxico Nao Nao Nao Nao
Citotéxico Citotoxico Citotoxico Citotoxico
com PC com PC com PC
Citotoxico Nao Nao Nao Nao Nao
Citotoxico Citotéxico Citotoxico Citotoxico Citotoxico
com PC com PC com PC
Citotoxico Citotoxico Nao Nao Nao Nao
Citotéxico Citotoxico Citotoxico Citotoxico
com PC com PC com PC
Nao Nao Nao Nao Nao Nao
Citotéxico Citotoéxico Citotoxico Citotoxico Citotoxico Citotoxico
com PC com PC com PC com PC
- Nao Nao Nao Nio Nio Nio
L o o Citotoxico Citotoxico Citotoxico
Citotoxico Citotoxico Citotoxico com PC com PC com PC
Nao Nao Nao Nao Nao Nao
L o o Citotoxico Citotoxico Citotoxico
Citotoxico Citotoxico Citotoxico com PC com PC com PC

PC = Proliferagdo celular

5.7.2 Indice de Citotoxicidade (ICso)

A ICso é uma concentracdo frequentemente utilizada em experimentos que visam identificar a
influéncia de drogas, extratos e compostos, nos varios sistemas bioldgicos. Portanto, essa analise ¢
capaz de nos fornecer a concentracdo inibitéria de 50% das células. Para obten¢ao desses valores, os
resultados obtidos a partir do ensaio do MTT foram utilizados para realizar teste estatistico de
regressdo linear. Os valores de ICso variaram de 22 a 47,75 mg.mL"! (Tabela 6). Os valores de ICso sdo

importantes pois indicam a quantidade maxima que determinado composto pode ser aplicado sem
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matar as cé¢lulas, ou seja, pode influenciar diretamente na eficiéncia de combate da enfermidade. Esses

dados sdo geralmente usados para auxiliar no estudo de outros ensaios bioldgicos.

Tabela 6: Valores da ICso de culturas de PBMCs, desafiadas com ibu, [Gd(ibu);]-1H>O, [Tb(ibu);]-0,5H,0,
[Dy(ibu)s], [Ho(ibu)s], [Er(ibu)s], [Tm(ibu)s], [Yb(ibu)s], [Lu(ibu)s;] e [Y(ibu)s].

Compostos ICso (mg.mL™)
ibu 33,65
[Gd(ibu)s]- 1H20 30,40
[Th(ibu)s]-0,5H20 27,19
[Dy(ibu)s] 31,46
[Ho(ibu)s] 30,56
[Ex(ibu)s] 36,57
[Tm(ibu)s] 29,58
[Yb(ibu)s] 47,75
[Lu(ibu)s] 37,53
[Y(ibu)s] 22,34

6 CONCLUSAO

As curvas TG-DTA forneceram informagdes sobre a estequiometria, estabilidade térmica e
decomposicao térmica dos compostos sintetizados possibilitando estabelecer assim uma férmula geral
para os compostos [Ln(ibu)3;].nH>O, onde Ln = Gd,Tb, Dy, Er, Tm, Yb, Lu, Y, ibu = ibuprofeno e n =
numero de moléculas de dgua de hidrata¢do. Apenas o composto de Gd (III) e Tb (III) se apresentaram
hidratadados com 1,0 e 0,5 moléculas de 4gua respectivamente.

As curvas DSC mostraram presenca de 4gua nos compostos de gadolinio, térbio, disprosio e
hélmio. Entretanto, analisando a curva DSC em conjunto com as curvas TG-DTA, ficou evidente
tratar-se de agua superficial nos compostos de disprésio e hélmio. As energias envolvidas na primeira
perda de massa em todos os compostos foram calculadas e ndo apresentaram um padrdo, ou seja, as

energias encontradas sdo caracteristicas de cada composto.
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Analisando os espectros no infravermelho, mais precisamente a banda de vibragao simétrica e
assimétrica do grupo carboxilato, foi sugerida que a coordenacao que ocorre entre o metal e o ligante
pode ser de forma quelante e/ou bidentada em ponte. Essas duas configuragdes sdo possiveis devido
ao desdobramento ocorrido no pico de vibragdo simétrica do grupo carboxilato, havendo assim, uma
mistura do modo de coordenagdo. A presenga de d4gua nos compostos faz com que o desdobramento
ndo seja muito evidente, com isso, sugere-se que a presenca de agua no composto cause uma
sobreposi¢do das bandas encontradas no estiramento simétrico do carboxilato.

A anélise dos volateis liberados na primeira etapa de decomposi¢ao térmica, utilizando a
técnica acoplada TG-FTIR, permitiu confirmar a perda de uma molécula de propano em todos os
compostos através da comparacao dos espectros obtidos dos volateis com o do propano que foi
fornecido pelo proprio software. Esse comportamento foi evidenciado em trabalhos anteriores
envolvendo lantanideos leves.

A difratometria de raios X pelo método do p6é mostrou que todos os compostos se apresentaram
no estado de baixa cristalinidade.

A titulacdo complexométrica com EDTA foi utilizada como técnica complementar da TG, a
fim de se confirmar através da quantidade de ion metélico, e assim confirmar o resultado obtido pelas
curvas TG e determinar a estequiometria do composto formado.

Os resultados obtidos dos ensaios bioldgicos indicaram que o ibuprofeno apresentou perfil
citotoxico somente na concentragio de 50 mg.mL™'. Em concentragio de 25 mg.mL! ndo apresentou
nenhum indicio de citotoxicidade. Nas demais concentragdes o ibuprofeno apresentou indugdo
proliferativa das células, ou seja, ndo foi causado danos as células. Ja nos compostos ensaiados, em
concentragdes mais altas (50 e 25 mg.mL') apenas os compostos [Yb(ibu)s], [Lu(ibu)s] e [Y(ibu)s]
diminuem a atividade citotoxica do ibuprofeno. Os compostos [Gd(ibu)s]-1H2O e [Er(ibu)s]apresentam
citotoxicidade similar ao ibuprofeno, os compostos [Dy(ibu)s], [Tm(ibu)s], [Tb(ibu)3]-0,5H>O e
[Ho(ibu);] comprometem essa atividade, uma vez que apresentaram atividade citotoxica em
concentragdes em que o ibuprofeno por si s6 nao foi citotoxico. Entretanto, em concentragdes menores
(6,25, 3,12, 1,56 mg.mL") todos os compostos apresentaram indugio proliferativa das células. Os
resultados obtidos sdo de grande interesse, pois fornece informagdes importantes sobre o
comportamento dos fairmacos em diversas concentragdes em células humanas e possibilita estudos

futuros envolvendo outros tipos de ensaios bioldgicos.
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