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2.
Parte experimental

2.1.
Materiais e Métodos

Reagentes

Os sais utilizados s@o de procedéncia Aldrich.

Os solventes utilizados nas sinteses sdo de procedéncia Merk, Vetec e
Synth. O CH,CI, utilizado nas medidas de eletroquimica foi submetido a
purificacdo prévia, segundo médotos usuais.

Perclorato de tetrabutilaménio (PTBA), de procedéncia Fluka, foi utilizado
como eletrolito, nas medidas de eletroquimica em CH,Cl,.

A solucdo de hidréxido de potassio (KOH) 1,0 x 10" mol L™ utilizada nas
titulagBes potenciométricas é de procedéncia MercK.

2-piridinoformamida tiossemicarbazona (H2Am4DH) e seus derivados
N(4)-metil (H2Am4Me), N(4)-etil (H2Am4Et) e N(4)-fenil (H2Am4Ph) foram
cedidos pela professora Heloisa Beraldo do Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Minas Gerais.

Obtencédo de atmosfera inerte

As medidas de eletroquimica foram feitas sob atmosfera de Argbnio, de
procedéncia AGA ou White Martins, para evitar a presenca de oxigénio e
umidade. O géas é conduzido por uma coluna com silica gel e em seguida por uma
coluna com catalisador BTS — R — 3 — 11 (Fluka Chemika), aquecida a 60°C para

eliminacdo de oxigénio.

Equipamentos

Espectroscopia na Regido do UV-vis - Os espectros na regido do
ultravioleta-visivel (na faixa de 200 a 1000 nm) foram obtidos, em temperatura
ambiente (25°C), utilizando o espectrofotometro Lambada 35 UV/Vis
Spectrometer da Perkin Elmer. Utilizou-se cubetas de quartzo (capacidade de 4

mL e caminho 6tico de 1 cm) em todos 0s experimentos.
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Analise elementar - Utilizou-se um Analisador Elementar (CHNS-0),
modelo EA 1110, da CE Instruments. As amostras foram pesadas (2 — 2,5 mg) em
balanca analitica com precisdo de 1,0 x 10* g em capsulas de estanho. Os
elementos carbono, hidrogénio e nitrogénio foram analisados simultaneamente,
mediante curva de calibragdo obtida com padrbes secos e de alta pureza, com
tempo de queima de 600 segundos, sob temperatura de 1000°C e fluxo de géas
hélio. As anélises foram realizadas em duplicata. Em cada analise obtiveram-se 0s
valores percentuais de carbono, hidrogénio e nitrogénio presente em cada
composto.

Potenciometria - As titulagcbes potenciométricas foram efetuadas com
uma bureta automatica modelo 809 Titrando da METRON a temperatura
ambiente. O eletrodo utilizado foi um eletrodo combinado de vidro B375 com
solucdo interna de KCI 1,0 x 10™* mol L™

Espectroscopia na regido do Infravermelho - Utilizou-se um
espectrometro de absorcdo na regido do infravermelho, modelo 2000 Ft-IR da
Perkin Elmer, coletando os dados em intervalos de 0,5 cm™. Os espectros foram
registrados em duas regides. Na regido de fregiiéncia entre 4000 e 370 cm™, foram
preparadas pastilhas de brometo de potéassio (KBr) com amostra a ser analisada.
Na regido entre 710 e 30 cm™, foram preparadas pastilhas de polietileno com a
amostra a ser analisada.

Medidas de Condutividade - As medidas de condutimetria foram
efetuadas utilizando-se um aparelho da Tecnopon modelo mCA-150 a temperatura
ambiente. As solugbes foram preparadas, nos respectivos solventes, na
concentracdo de 1,0 x 10 mol L™,

Eletroquimica - As medidas de eletroquimica, voltametria ciclica e
voltametria de pulso diferencial, foram realizadas utilizando-se um analisador
eletroquimico da Bioanalytical Systems Inc. (BAS), modelo 100BW. Utilizou-se
como eletrodos de trabalho e auxiliar o eletrodo de platina (Pt), e como eletrodo
de referéncia Ag/AgCl. Para as medidas dos complexos foi utilizada agua
deionizada como solvente e cloreto de potéassio (KCI) na concentracdo de
1,0 x 107" mol L™ como eletrélito suporte. Para as medidas dos ligantes foi
utilizado dicloro metano (CH,Cl,) como solvente e perclorato de tetrabutilaménio

(PTBA) na concentragdo de 1,0 x 10" mol L™ como eletrélito suporte.
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Medidas de Susceptibilidade Magnética - As medidas de
susceptibilidade magnética foram realizadas em uma balanga Johnson Matthey
MSB/AUT a temperatura ambiente.

Ressonéncia Paramagnética Eletrdnica - Os espectros de ressonancia
paramagnética eletronica (RPE) das amostras no estado solido e em solucdo
congelada de metanol foram realizadas em tubos de quartzo de diametro interno
de 3 mm, em temperatura de N, liquido em um espectrometro da Bruker
ESP300E, com frequéncia de modulagéo de 100 KHz operando em 1,1 mT.

Espectroscopia Mossbauer - Os espectros foram obtidos em um
espectrometro com fonte de *'Co disperso em matriz de Rh.

Ponto de Fusdo - As faixas de fusdo de ligantes e complexos foram
determinadas utilizando-se o aparelho digital modelo MQAPF- 302.

Balanca - As pesagens foram feitas em uma balanca eletronica modelo
FA-2104N, Bioprecisa.

Evaporador rotatorio - Para evaporacdo de solvente utilizou-se o

evaporador rotatdrio Fisotom modelo 550.

2.2.
Sinteses

Sintese de 2-piridinoformamida tiossemicarbazonas

2-piridinoformamida tiossemicarbazona (H2Am4DH) e seus derivados
N(4)-metil (H2Am4Me), N(4)-etil (H2AmM4Et) e N(4)-fenil (H2Am4Ph) foram
obtidos pela reducdo da 2-cianopiridina com sodio metalico, em metanol, e
posterior adi¢do das tiossemicarbazidas (Figura 2.1). Os produtos formados foram
caracterizados através de sua temperatura de fusdo (Tabela 2.1), espectroscopia de
absorcao na regigo do IV, RMN de *H, de *C e DEPT 135.

e

CN X N N__

| N 1) Na, CH30H N N Y R
~N 2) Tiossemicarbazida =N S

R =H, Me, Et ou Ph

Figura 2.1 - Equacéao de obtencao de 2-piridinoformamida tiossemicarbazonas
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Tabela 2.1 - Cor e temperaturas de fusdo (°C) de H2Am4DH, H2Am4Me, H2Am4Et e
H2Am4Ph

Composto Cor Ponto de fusdo (°C)
H2Am4DH Branco 191 -192
H2Am4Me Amarelo claro 174 - 175
H2Am4Et Amarelo claro 164 - 165
H2Am4Ph Amarelo claro 227 - 228

Sintese dos complexos de Fe(lll) de 2-piridinoformamida
tiossemicarbazonas

Os complexos de Fe(lll) foram obtidos através da reagdo entre a
tiossemicarbazona desejada e cloreto de ferro(l1l), em acetona, na proporgédo M:L
1:1 ou M:L 1:2 (Figura 2.2). A mistura permaneceu sob agitagdo continua por
aproximadamente 1 hora. Os solidos resultantes foram filtrados, lavados com
Et,O e secados sob vacuo. Quatro novos complexos de Fe(lll) foram obtidos:
[Fe(2Am4DH),ICl (1), [Fe(2Am4Me),]ClI (2), [Fe(2Am4Et),]JCI (3) e
[Fe(H2AmM4DH)CIs] (4). Os complexos foram caracterizados através de seus
pontos de fusdo (Tabela 2.2), microanalises, medidas de condutividade e de
susceptibilidade magnética, espectroscopia na regido do infravermelho,

ressondncia paramagnética eletronica e Mossbauer.

Cl(s) +Cl,(g)+6H,0 ()

A
~. _NH _NHR
X N W (ac) + FeCl3.6H,0 (ag——= >
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Figura 2.2 - Equacdo de obtencdo de complexos de Fe(lll) de 2-piridinoformamida
tiossemicarbazonas (R = H, Me ou Et)
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Tabela 2.2 - Cor e temperaturas de fusdo (°C) para os complexos de Fe(lll) de

2-piridinoformamida tiossemicarbazonas

Composto Cor Ponto de fusdo (°C)
[Fe(2Am4DH),]ClI marrom 220 - 221
[Fe(2ZAm4Me),]ClI verde 217 - 218
[Fe(2AM4EtL),]CI verde 205 - 206
[Fe(H2Am4Ph)Cls] vermelho 262,5 - 263,5

2.3.
Estudos Potenciométricos

Titulagéo das 2-piridinoformamida tiossemicarbazonas

100 mL de uma solucéo de concentracdo 1,0 x 10° mol L* de cada
tiossemicarbazona (H2Am4DH, H2Am4Me, H2Am4Et ou H2Am4Ph), contendo
1% de DMSO, foi titulada, a temperatura ambiente (~25 °C), com uma solucéo de
KOH 1,0 x 10™ mol L™, ap6s adicdo de 1,0 mL de HCI 1,0 x 10" mol L™ e de
10,0 mL de KNOs; 1,2 mol L™ HCI foi adicionado para protonar as
tiossemicarbazonas no nitrogénio da piridina (ver Figura 2.2) e KNO; foi
adicionado para manter a forca iénica do meio em 0,1 mol L™,

Titulacdo das 2-piridinoformamida tiossemicarbazonas e Cu(ll)

A 100 mL de solugdo de H2Am4DH, H2Am4Me, H2Am4Et ou
H2Am4Ph, de concentragdo 1,0 x 10 mol L™, contendo 1% de DMSO, foi
adicionado 10,0 mL de soluc#o de nitrato ctprico, Cu(NOs),.3H,0, 1,0 x 10 mol
L. Desse modo a proporgdo Cu:L na solucdo é de 1:1. A mistura foi titulada, a
temperatura ambiente (~25 °C), com uma solucdo de KOH 1,0 x 10 mol L,
ap6s adicdo de 10,0 mL de KNO3 1,2 mol L™,

Titulacdo das 2-piridinoformamida tiossemicarbazonas e Fe(l11)

A 100 mL de solugdo de H2Am4DH, H2Am4Me, H2Am4Et ou
H2Am4Ph, de concentragdo 1,0 x 10 mol L™, contendo 1% de DMSO, foi
adicionado 5,0 mL de solugdo de cloreto ferrico, FeCls.6H,0, de concentragdo
1,0 x 10 mol L™ Desse modo a proporcdo Fe:L na solucdo é de 1:2. A mistura
foi titulada, a temperatura ambiente (~25 °C), com uma solucdo de KOH,
1,0 x 10' mol L™, ap6s adicéo de 10,0 mL de KNOs 1,2 mol L™.
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Programas utilizados para os calculos das constantes

Os dados obtidos a partir das curvas de titulagdo potenciométrica foram
tratados utilizando o programa HYPERQUAD [24]. O HYPERQUAD-2000 se
baseia no balango carga e de massa para efetuar o refinamento estatistico das
constantes e pode ser usado para todos os sistemas de titulacfes potenciométricas
conhecidas, incluindo titulagbes de retorno e titulagbes coulométricas [25].
Quando o modelo proposto estiver satisfatorio é feita a validacdo das curvas
experimental e tedrica. Essas curvas devem estar praticamente sobrepostas.

Para obter os gréaficos de distribuicdo de espécies (%) em funcdo do pH

utiliza-se o programa HY'SS [24].

2.4,
Testes de toxicidade frente a Artemia salina

Os ensaios de toxicidade utilizando Artemia salina foram feitos em
colaboracdo com a Profa. Roberta Ziolli do Departamento de Quimica da PUC-
Rio. A metodologia utilizada para os ensaios foi baseada em Meyer e
colaboradores [26], em Nascimento e colaboradores [27] e nas normas da
CETESB-SP [28].

Os testes foram feitos em triplicata para cada concentracdo de cada
composto. Além disso, cada droga foi testada, no minimo, trés vezes, totalizando
um minimo de 9 ensaios por concentracdo de composto.

Incubacéo

Em um recipiente retangular de 13,0 x 8,0 x 7,0 cm, com uma divisoria
contendo furos de aproximadamente 0,02 cm de espessura, espagados por 0,5 cm
e distribuidos uniformemente, foram adicionados 350 mL de solugdo de sal
marinho sintético (Tropic Marin). O recipiente foi colocado dentro de uma
incubadora iluminada por uma lampada fluorescente. Em um dos lados desse
recipiente, adicionou-se cerca de 46 mg de cistos de Artemia salina, tomando-se o
cuidado para que os mesmos ndo ultrapassassem a divisoria. A parte do sistema
contendo os cistos de Artemia salina foi coberta com papel aluminio, para que os
organismos, ao nascerem, fossem atraidos pela luz do outro lado do sistema,
forcando-os a atravessar a diviséria. A incubacédo foi feita por um periodo de 48

horas. Durante todo o ensaio a temperatura foi monitorada.
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Exposicéo

Ap0s o periodo de incubacdo, os organismos-testes (nduplios de Artemia)
foram expostos as drogas de interesse por 48 horas, utilizando-se tubos de ensaio
graduados, cada um contendo 10 nauplios de Artemia salina, previamente
selecionados.

Determinou-se a faixa de concentracdo a ser testada, buscando sempre a
maior concentragdo em que se observasse 0% de mortalidade e a menor
concentragdo em que se deflagrasse 100% de mortalidade. As demais
concentragdes foram distribuidas dentro desse limite [4], de modo a obter a DLsy
(dose letal para 50% da populagdo) do composto testado.

As solugdes dos compostos a serem testadas foram preparadas em 1% de
DMSO (dimetilsulfoxido) e avolumadas com solucdo salina. Os testes para o
controle também foram realizados em triplicata, utilizando-se uma solugdo de
DMSO 1% diluido em solucéo salina. Os controles foram utilizados também para
se ter certeza de que a mortalidade observada nos naduplios de Artemia salina foi
resultante da toxicidade dos compostos.

Contagem

Apos 48 horas de exposicdo, foi feita a contagem de néauplios vivos e
mortos, sendo considerados vivos todos aqueles que apresentassem qualquer tipo
de movimento quando observados proximos a uma fonte luminosa. S6 foram
considerados validos os testes nos quais o controle apresentou uma mortalidade
igual ou inferior a 10 % da populagé&o.

Os resultados dos testes foram submetidos a tratamento estatistico
utilizando PROBIT, que forneceu os valores de DLsy (dose letal para 50% da

populagéo) e os desvios padréo.
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