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RESUMO

O oOxido nitrico (NO) € um mensageiro bioldgico que tem vital
importdncia em muitos processos fisioldgicos, tais como o confrole
cardiovascular, a sinalizacdo neural e a defesa contra microorganismaos e
tfumores. Sua natureza radicalar lhe confere grande reatividode e
versatilidade e torna um desafio o entendimento de sua bioguimica. A
molécula de NO reage rapidamente com alguns metais de transicdo e
forma compostos estdveis denominados complexos nitrosilos, os quais
podem ser utilizados como fonte geradora de oxido nitrico. A liberacdo do
Oxido nitrico em complexos nitrosilos pode ser causada por reducdo
quimica, eletroquimica e/ou fotoquimica.

No presente trabalho de doutorado, foram sintetizados o0s
complexos do fipo (Ru'ltterpy)(LUNO)* onde o ligante terpy = 2,2:6",2"-
terpiridina e L = cloreto (CI), 2,2’-bipiridina (bpy). benzoguinonadiimina
(bdqi-COOH) e benzoquinonadiamina (bdcat-COOH).

Os compostos foram isolados e caracterizados por andlise
elementar, por espectroscopia (UV-visivel, infravermelho e fluorescéncia)
por HPLC, por técnicas eletrogquimicas (voltametria ciclica e de pulso
diferencial) e por espectroeletroquimica.

A espectroscopia na regido do infravermelho possibilitou a
caracterizacdo dos complexos nitrosilos de ruténio quanto ao fragmento
{RU'-NO+*} com bandas de estramento na regido de 1850 — 1960 cm-!
dependendo do co-ligante L. Esta técnica também permitiu a
caracterizagcdo do estado de oxidacdo para o complexo com co-ligante
L = bdqgi-COOH (C=N) em 1700 cm-! e bdgcat-COOH (C-N) em 1280 cm-'.

Os espectros na regido do UV-visivel dos compostos apresentam
bandas intensas na regido do ultravioleta que foram caracterizados como
n—1*, cujas transicdes sdo principalmente cenfradas em orbitais dos

ligantes insaturados. Observam-se bandas na regido de 350-380 nm,



atribuidas & transferéncia de carga metal-ligante (JCML) devido a
fransicdo d(Ru)—r*(NO).

Para o complexo coordenado ao ligante bdqgi-COOH foi possivel
observar uma banda TCML na regido do visivel (610 nm) atribuida a
fransicdo d(Ru)—r*(bdqi-COOH).

Os experimentos eletroquimicos evidenciaram dois processos
centrados no ligante nitrosil: NO*/NOP® e NOO/NO-. As variagcdes dos
potenciais redox encontrados para o ligante nitrosil variaram conforme o
efeito indutivo de cada co-ligante L.

Os complexos foram irradiados em um sistema laser Nd:YAG de
“flash-fotdlise” na regido do ultravioleta e visivel em 355 nm e 532 nm,
respectivamente. Durante a irradiocdo mediu-se in situ a liberacdo de
Oxido nitrico utilizando um eletrodo sensor de NO (NOmeter) e verificou-se
a mudanca espectroscopica da solucdo na regido do UV-visivel. Os dados
obtidos pelo NOmeter serviram de base para os cdlculos dos rendimentos
quanticos de liberacdo de NO (ono).

Para todas as espécies, ¢no foram determinados sob irradiacdo em
355 nm e a liberacdo do NO neste comprimento de onda foi caracterizado
por diferentes mecanismos fotoquimicos. O mecanismo fotoquimico para
liberacdo de NO pelo complexo (Ru(bdgi-COOH)(erpy)NO)3+ frente ao
estimulo luminoso em 532 nm envolve a ftransferéncia eletrbnica
fotoindizida intramolecular.

Estudos bioldgicos mostraramm que o complexo (Ru(bdqi-
COOH)(terpy)NO)3+ pode ser considerado um promissor farmaco, ja que
sua acdo como vasodilatador foi semelhante ao nitroprussiato de sddio
(NPS) e a sua capacidade citotdxica diminuiu cerca de 74 % da

viabilidade celular de linhagens de células metastdaticas.
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ABSTRACT

Nitric oxide (NO) is a biological messenger. It has been implicated in
many physiological processes, including cardiovascular control, neuronal
signaling, and defence against microorganism and tumors. Its radicalar
nature gives it great reactivity and versatility, and makes the knowledge of
its biochemistry a challeng. The NO molecule reacts fast with some
fransition metal resulting stable compounds named nitrosyl complexes that
can be used as nitric oxide producers. For such use, it is necessary a good
understanding of the physical-chemical behavior of these complexes.

In the present work, the following complexes were synthesized:
(Rullterpy)(LUNO)+ where terpy = 2,2:6'2" - terpyridine and L = chloride (CI-
),  2,2'-bipiridine (bpy), benzoquinonediimine  (bdqgi-COOCH) e
benzoqguinonediamine (bdcat-COOH).

The compounds were isolated and characterized by elementary
analysis, by spectroscopy (UV-visible, infrared, and fluorescence), HPLC,
electrochemical techniques (cyclic and differential pulse voltammetry)
and spectroeletrochemistry.

Infrared spectroscopy has show band at 1850 cm-1- 1960 cm-! region
affributed, o vno stretching. The oxidation state for benzoquinone ligands
were also characterized by this technigue and shows band at 1700 cm'!
and 1280 cm-!, for L = bdqi-COOH and bdcat-COOH species, respectively.

UV-visible spectra have displayed bands in the ultraviolet region
originated by n—n* transition of the unsatured ligands and bands in 350 -
380 nm region characterized as MLTC due d(Ruh—n*(NO+*) transition. The
(Ru(bdqi-COOH)(terpy)NQO)3+ spectrum has also shown the MLTC band in
510 nm due the d(RuN—n*(odqgi-COOH) transition.

Electrochemical experiments have revealed two processes in the
nitrosyl ligand: NO+/NOP e NOOY/NO-. The different nitrosyl redox potential

depends on the inductive effects of ligand L.
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The complexes were irradiated in a Nd:YAG laser flash photolysis
apparatus at ultraviolet (355 nm) and visible (632 nm) irradiation. During the
irradiation the NO liberation was measured in situ by amperometry, and the
solution spectral change was verified by UV-visible spectroscopy. The
amperometric detection was done by a NO sensor electrode (NOmeter),
which data were the base to calculate the quantum yields of NO liberation
(ONO).

For all complexes, ¢no were determined in 355 nm light irradiation. The
photochemical pathway at 355 nm light irradiation was described as a
differents photochemical mechanism. The photochemical mechanism for
NO releasing by (Ru(bdqgi-COOH)(terpy)NO)3+ complex under 532 nm light
irradiation involves an inframolecular photoinduced electron transfer.

Biological studies showed that (Ru(bdgi-COOH)(erpy)NO)3+ complex
can be considered a promising drug. Their vasodilatation action is similar to
sodium nitroprusside (SNP) and cytotoxic action diminishi 74 % for celular

viability for metastatic cell.



1. Introducdo

O Oxido nifrico (NO) € uma molécula de inferesse quimico e
bioldgico, que tem nos Ultimos anos estimulado a comunidade cientifica,
principalmente por suas funcdes bioguimicas e possiveis aplicacdes
terapéuticas (STAMLER et al., 1992; SIMPLICIO et al., 2002; TRIMMER et al., 2004;
FUKUTO et al., 2005).

A molécula de NO é a menor molécula classificada como
mensageiro bioldgico. Nessa funcdo, ndo depende de transportadores
especificos nem de canais de passagem intracelulares. A molécula de NO
difunde-se livremente pela célula com a mesma facilidade em meio
hidrofilico e em meio lipofilico. Sua acdo fisiolégica depende mais de suas
propriedades fisico-quimicas do que de sua conformacdo espacial
(FELDMAN et al., 1993).

HA& décadas atrds, o que se conhecia sobre o éxido nitrico era sua
ocorréncia nos subprodutos da queima de combustiveis fosseis, sua
contribuicdo para a chuva dcida e para a destruicdo da camada de
ozonio. Sabia-se, também, que em processos industriais, a formacdo do
Oxido nitrico era uma etapa importante durante a oxidacdo da amdnia
em Aacido nitrico (FELDMAN et al., 1993).

Em 1981, Green e colaboradores, pesquisando a toxicologia de
nitroaminas, demonstraram que 6xidos de nifrogénio eram produzidos em
quantidade significantes pelo metabolismo de mamiferos e que sua
concenfracdo aumentava em condicdes inflamatdrias (GREEN et al., 1981).
Assim, durante a década de 1980, algumas descobertas sobre a
bioquimica do NO mudaram o conceito que se tinha sobre esta molécula.
Como fruto destas investigacdes foi possivel perceber que embora seja
uma das mais simples moléculas, o éxido nitrico estd envolvido em muitos
processos fisioldgicos que incluem neurotransmissdo, controle da pressdo

sanguinea, coagulacdo do sangue e participacdo na capacidade do



sistema imunoldgico de destruir células tumorais e parasitas infracelulares
(TRAYLOR & SHARMA, 1992; QUEIROZ & BATISTA, 1999).

Talvez a drea de pesquisa sobre a biogquimica do NO que mais se
desenvolveu esteja relacionada com sua acdo vasodilatadora. Em 1987,
constatou-se ser o NO o fator de relaoxamento endotélio dependente
(FRED). Nas células endoteliais, 0 NO € produzido pela isoforma constitutiva
da Oxido Nitrico Sintase Endotelial (NOSe). Simplificadamente, esta enzima
produz NO e o aminodcido L-citrulina a partir do aminodcido L-arginina e
de oxigénio (O2) (Figura 1). Este processo envolve a tfransferéncia de 5
elétrons e a conversédo de NADPH em NADP (SNYDER et al., 1992; BUTLER,
1995).

H3N+YNH HzNYO

NH NH
2+
Ca<*, NADPH > + NC
NOS

+Og

H3N*— CH—COy HaN*—CH—CO,

Figura 1. Esquema simplificado da biossintese de éxido nitrico (BUTTLER, 1995).

No meio celular, mesmo em concentracdes menores que 5 umol LT,
o NO reage com o ion metdlico de ferro(lll), presente na enzima guanilato
ciclase, atfivando-a. Esta enzima produz um segundo mensageiro
bioldgico, a guanosina monofosfato ciclica, que €& responsdvel por
desencadear uma série de processos fisioldgicos, inclusive o relaxamento
da musculatura lisa das artérias (BUTLER, 1995).

A NOSe é uma enzima que faz parte das células endoteliais e
produze NO constantemente e em baixa quantidade. As células do

sistema nervosas tém outra isoforma desta enzima, a Oxido Nitrico Sintase



Neural (NOSn), que também gera NO pelo mesmo mecanismo. A
concentracdo intracelular de NO deve ser baixa para que ndo ocorram
reacoes paralelas como a oxidacdo do NO. Esta reacdo gera espécies
radicalares altamente reativas que podem desnaturar macromoléculas. A
concentracdo infraceleular de NO ¢é controloda pelo consumo
mitocondrial e por “scavengers’, como a oxihemoglobina (WINK, et al.,
1996).

Apesar dos numerosos estudos sobre a acdo do oxido nitrico no
organismo, hd muitas questdes de natureza quimica a serem respondidas.
Como ja foi mencionada, a atuacdo do &oxido nitrico estd mais
relacionada com as suas propriedades fisico-quimicas do que com a sud
conformacdo espacial. Portanto, € necessdrio que se tenha um bom
conhecimento das propriedades quimicas da molécula de NO, para que

desta forma possa se entender a acdo fisioldgica desta molécula.

1.1. Propriedades fisico-quimicas do éxido nitrico

O o&xido nifrico € uma molécula paramagnética sendo, nas
condicdes normais de temperatura e pressdo (CNTP), um gds incolor e
termodinamicamente instvel quando comparado aos gases N2 e Oo
(RICHTER-ADDO & LEGZDINS, 1992). Sua solubilidade em meio aquoso é 2,1 x
103 mol L' (MORI & BERTOTTI, 2000). Em sistemas bioldgicos sua velocidade
média de difusdo € cerca de 50 um s1 (WINK et al., 1996).

O comprimento de ligacdo dessa molécula é 1,15 A, valor
infermedidrio entre o comprimento de uma dupla ligacdo (1,18 A) e de
uma tripla (1,06 A) (RICHTER-ADDO & LEGZDINS, 1992). A ordem de ligacdo da
molécula de NO corresponde a 2,5, pois essa molécula possui um elétron
desemparelhado no orbital pi antiligante (n*), como mostra o diagrama

de orbitais moleculares, representado na Figura 2.
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Figura 2. Diagrama qualitativo e simplificado de orbitais moleculares do éxido nitrico.

Com base na configuracdo eletrbnica, surge a questdo sobre o
motivo pelo qual os elétrons desemparelhados de duas moléculas de NO
ndo se combinam, d temperatura ambiente, para formar o dimero N2O2. A
formacdo de dimero ocorre, porém em condicoes especiais: € necessdrio
qgue o NO esteja no estado sdlido sob temperatura de nitrogénio liquido.
Nas condicdes normais de temperatura e pressdo, a dimerizacdo ndo é
termodinamicamente favordvel. O dimero O=N—N=0O possui uma ordem
de ligacdo igual a 5,0, que € a mesma para duas moléculas de NO. A
energia envolvida (AH) neste processo foi determinada
experimentalmente e corresponde a cerca de -2,6 kcal mol-!. A entropia

(AS) diminui, pois uma molécula € mais ordenada que duas, sendo que a 1



atm e 300 K, o termo -TAS € +4,3 kcal mol-!. Assim, a energia livre de Gibbs
(AG = AH - TAS) é positiva, ou seja, a reacdo ndo ocorre espontaneamente
nessas condicoes (BECKMAN, 1996). Em baixas temperaturas o termo -TAS é
minimizado e a energia livre passa a ser negativa, tornando a reacdo
espontdnea.

O o6xido nitrico ndo reage de imediato com moléculas orgdnicas
apesar da sua natureza radicalar. A maioria das moléculas orgdnicas no
estado fundamental possui orbitais com um par de elétrons de spins
opostos. A reacdo com o NO faria com que essas moléculas ficassem com
um elétron desemparelhado, formando um radical orgdnico intermedidrio
de alta energia. Estas reacdes requerem uma alta energia de ativagcdo e
sdo bastante lentas. Porém, o NO reage rapidamente com radicais
orgdnicos que ja possuam um elétron desemparelhado (BECKMAN, 1996).

Com alguns metais de transicdo, o Oxido nitrico tende a reagir
rapidamente, por exemplo, a cosntante de velocidade do NO com
diferentes proteinas heme encontram-se no intervalo de 102 a 108 M1 s
(FORD & LORKOVIC, 2002).

A ligacdo entre o metal e a molécula de oxido nitrico € estavel
porgque existe uma doagcdo de densidade eletronica dos orbitais fipo ¢ do
NO para o metal. Em alguns casos e dependendo do ion metdlico, além
da ligacdo o, hd uma doacdo de densidade eletrbnica dos orbitais d do
metal para o orbital 7 do NO (d(M)—n*(NO)), constituindo-se em uma

retro-doacdo (Figura 3).
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Figura 3. Esquema dos orbitais moleculares envolvidos na ligacdo de um metal com o
ligante nitrosil.

A principio, a molécula de NO pode ligar-se ao metal (M) tanto pelo
atomo de nitrogénio como pelo dtomo de oxigénio, originando as formas
nitrosil ou isonitrosil, respectivamente. A forma nitrosil € a mais comum,
sendo que a forma isonitrosil deve ocorrer com metais do bloco “s”, como
Li e Na (RICHTER-ADDO & LEGZDINS, 1992).

Complexos nitrosilos sdo normalmente  caracterizados  por
espectroscopia na regi@o do infravermelho através da banda de
estiramento do NO v(NO). Essa energia vibracional € influenciada pela
intensidade da refro-doacdo que quanto maior, menor € a forca de
ligacdo do NO. De acordo com Richter-Addo e Legzdins (1992) existem
varios fatores que afetam a intensidade da retro-doacdo, como o efeito
eletrénico dos ligantes e a estrutura do complexo (efeito estéreo). Os
valores da energia vibracional para o éxido nitrico em seus rés possiveis

estado de oxidacdo estdo relacionados na Tabela 1.



Tabela 1. Comparacdo entre o comprimento de liga¢cdo, energia vibracional na regido
do infravermelho e potencial redox das espécies NO+, NO° e NO-,

NO* NO?© NO-

Distancia N-O (A) 1,06 1,15 1.26

v(NO) (cm™1) 2377 1875 1470
Potencial vs EPH (V) +1,219 — +0,39°

a) NOY+, b) NOY-(KOPPENOL, 1996)

Atribui-se a riqueza da bioguimica do dxido nitrico a diversidade de
suqQs espécies, ou seja, a espécie NO+* (ion nitrosdnio), que é formada pela
retirada do elétron desemparelhado no orbital T (FUKUTO et al., 2005), € a
espécie NO- (Gnion nitroxido), que é formada pela adicdo de um elétron
ao orbital ©*. Os potenciais em que ocorrem a oxidacdo e reducdo do
Oxido nitrico, em solucdo aquosa podem ser observados na Tabela 1. O
anion nitrdxido € isoeletrébnico ao gas oxigénio (O2) e, como ele, pode
existir no estado singlete, de maior energia ou no estado triplete, de menor
energia. O ion nitrosénio € isoeletrébnico ao mondxido de carbono (CO) e
reage com a agua e outros nucledfilos.

Embora seja esperado que o produto direto da oxidacdo do &xido
nitrico seja o ion nitrosénio, pode ocorrer formacdo de vdarias espéecies
reativas de oOxido de nitrogénio (ERONs), como mostram as reacdes
representadas no esquema 1. O oxigénio molecular possui dois elétrons
desemparelhados e reage com NO produzindo NO2 (reacdes 1 e 2). Este
poderia reagir com outra molécula de NO e formar N2Os (reacdo 3). Essa
espécie € termodinamicamente instavel e € convertida pela dgua em

nitrito (reagdo 4) IGNARRO, 2000).

~r



NO’ + 0O, — ONOO (1)

NO° + ONOO° — ONOONO - 2NO, (2)

2NO, + 2NQ° —  2N,04 (3)
2N,O; + 2H,0 —  4NOy + 4H"  (4)
ANO + 0, + 2H,0 —  4NO, + 4H*  (5)

Esquema 1. Etapas de reacdes de oxidacdo do NO formando ERONs IGNARRO, 2000).

De acordo com Ignarro (2000), dados experimentais mostraram que
a reacdo global (reacdo 5) representada no esquema 1 € de terceira

ordem, mesmo em concentracdes de umol LT de NO. A velocidade de

reacdo pode ser expressa pela equacdo d[l;ItO] =k[NOJ’[0,]. onde k = 8 x

106 mol2 L2 s, Portanto, a degradacdo do NO em meio aquoso e
aerdbico ndo € linearmente dependente da sua concentracdo.

Um dos aspectos mais intrigantes desta reacdo € que sua constante
de velocidade (k) € pouco dependente do solvente, do pH e da
temperatura, quando esta se encontra entre 20 °C e 37 °C. Assim, em
ambiente fisiolégico, conforme o NO é produzido e difundido no meio
infracelular, sua concentracdo diminui e consequentemente hd uma
queda na formacdo de ERONs, aumentando assim o tempo necessario
para que ele seja degradado. Isto colabora para que o NO exerca suas
funcdes e minimize a interferéncia fornecida pela reacdo com o oxigénio.
Por outfro lado, quando ocorre uma superproducdo de NO, a reacdo é
acelerada exponencialmente, acarretando maior formagdo de ERONs
(WINK et al., 1996).

Baseado nos fatos de que a deficiéncia de NO pode acarretar
varias disfuncdes e de que em altas doses o NO tem acdo antitumoral, nos

parece de grande interesse em terapia clinica, a obtencdo de compostos
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que sivam como fonte de NO ou mesmo de espécies capazes de
remover excesso de NO.

Dentre estes compostos, os complexos metdlicos sGo sui generis, pois
o Oxido nitrico reage com alguns metais, produzindo compostos estaveis.
Tais compostos sdo, porém, susceptiveis & acdo de certos estimulos
quimico (FORD et al., 1993), eletroquimico (RAVEH et al., 1997) e fotoquimico
(FORD et al., 1998; TOGNIOLO et al., 2001; BORDINI et al., 2002; SAUAIA et al.,
2003b.c; OLIVEIRA et al., 2004, SAUAIA et al., 2005; de LIMA et al., 2005a.b) que

promovem a liberacdo de NO.

1.2. Complexos Metdlicos na Medicina

A histéria nos conta que metais preciosos vem sendo ufilizados ha
mais de 3500 anos no tratamento de certas doencas. O ouro, por exemplo,
j& finha seu valor terapéutico na Ardbia e na China. Ferro, zinco, cobre e
bismuto foram usados em prdticas médicas desde a antfiguidade & idade
média (ABRAMS & MURRER, 1993). Porém, o mecanismo de acdo de certos
metais No organismo ainda continua obscuro na maioria dos casos,
principalmente nagueles relacionados a metais de fransicdo.

Embora se tenha conhecimento da importncia dos complexos
metdlicos no organismo o0 seu uso em medicina tem recebido pouca
atencdo, quando comparados aos compostos orgdnicos. Aparentemente
de todos os metais de transicGo que compdem a tabela periddica
somente aqueles que tem como caracteristicas atuarem em células
tfumorais, € que recebem maiores consideracdes (SCHWIETERT & McCUE,
1999).

Talvez uma maneira vidvel na sintese destes novos compostos de
interesse farmacoldgico seja a insercdo de uma biomolécula na esfera de

coordenacdo do ion metdlico.
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Os complexos metdlicos podem ser classificados como substancias
enddégenas (como metaloproteinas) ou exdgenas. Os complexos metdlicos
exdgenos sdo administrados ao organismo de modo controlado, como em
casos de produtos farmacéuticos (droga) ou de forma ndo contfrolada,
como pelas vias aéreas (poluentes) (STOCHEL et al., 1998; CAMERON & BAIRD,
2001).

A afividade farmacolégica de um complexo metdlico depende do
fipo de metal, do tipo de ligante ou da interacdo entre ambos. Dois
fatores, estabilidade termodin@mica mdxima e o alto grau de seletividade,
s@o importantes para modelagem de complexos metdlicos ou ligantes na
aplicacdo médica. A atividade farmacolégica de um complexo metdlico
deve-se d interacdo entre os ions metdlicos exdgenos e os ligantes naturais
presentes no organismo. Estes ligantes naturais possuem funcdes de
armazenamento, transporte e regulacdo de atividades dos ions metdlico
enddgenos que sGo necessdrios para varios propdsitos metabdlicos
(STOCHEL et al., 1998).

De maneira geral as drogas inorgdnicas possuem etapas de
absorcdo da droga pelo organismo baseada no caminho reacional:
hidrdlise da droga-> ligacdo em sitio proteico - tfransporte através da
membrana - interacdo com o alvo molecular. Um dos pontos chave
neste processo € o transporte dos metais através da memibrana celular.
Acredita-se que isto ocorra através de uma interacdo especifica entre o
metal e a proteina, o que favorece a incorporacdo do metal pela célula.
Embora o desenvolvimento e o estudo de metalo-drogas ndo seja uma
drea tdo difundida, na medicina existem varios casos de compostos
metdlicos com comprovada acdo farmacoldgica. Isto mostra a
potencialidade desta drea na quimica em geral (COMBA, 1999).

A modelagem molecular de complexos metdlicos para fins

terapéuticos envolve o delineamento das etapas de absorcdo da droga
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pelo organismo (SCHWIETER & McCUE, 1999). Isso possibilitou a aplicacdo de
uma série de compostos em que geralmente o metal estd associado a
subst@ncias orgdnicas, tais como certos suplementos minerais de cromio,
manganés, ferro, cobalto, niquel, cobre e molibdénio (GUO & SADLER, 2000;
ABRAMS & MURRER, 1993; SADLER, 1991). Como aplicacdo farmacoldgica,
entre outros exemplos, pode-se citar os compostos de platina, utilizados no
fratamento de cdncer, assim como os compostos de ouro no tratamento
de artrite reumatdide e os compostos de prata usados como agentes
antimicrobianos (ALLARDYCE & DYSON, 2001; BAKHTIAR & OCHIAI, 1999; BERNERS-
PRICE & SADLER, 1996).

Metalo-drogas, cujo centro metdlico € o ruténio, possuem boa
aplicacdo clinica, principalmente por ser baixa a toxicidade do metal
(ALLARDYCE & DYSON, 2001). Isto se deve, em parte, & semelhanca das
propriedades fisico-quimicas deste ion metdlico com o do ion ferro. O
organismo consegue proteger-se dos efeitos causados por um excesso de
ferro através do aumento da producdo de proteinas captadoras de ferro,
como a ftransferrina e a albumina. Alguns autfores acreditam que o
mecanismo de protecdo confra a foxicidade do ruténio seria 0 mesmo
(ALLARDYCE & DYSON, 2001).

Lembrando que a toxicidade do metal também estd relacionada
com 0O seu estado de oxidagcdo, pode-se afirmar que um outro fator da
baixa toxicidade do ruténio € sua habilidade de atingir varios estados de
oxidacdo (I, lll e IV) em meio fisioldgico. Provavelmente, isto ocorra devido
as reacdes redox causadas pela enzima citocromo oxidase, ou pela
glutadiona ou pelo ascorbato (ALLARDYCE & DYSON, 2001).

Complexos metdlicos de ruténio podem fer aplicacdes como
imunosupressor (BAILEY et al., 1983; BASTOS et al., 1998), como antibidtico
(SANCHEZ-DELGADO et al., 1996; NAVARRO et al., 1997), anticancerigeno (SAVA
et al., 1995), antifdngico (de LIMA et al., 2003), intercalador de DNA
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(ABUFARAQ & REEDIJK, 1995; STEMP et al., 2000) e como agente anti-HIV
(MISHRA et al., 2001).

Denfre os estudos de aplicacdo de complexos metdlicos como
metalodrogas, os trabalhos de maior destaque nos Udltimos anos estdo
relacionados ao estudo de complexos metdlicos como liberadores de
Oxido nitrico (McCLEVERTY, 2004).

Alguns complexos de nitrosil com aplicacdo médica sdo conhecidos
desde 0 século XIX e muitos deles continuam sendo utilizados (SZCZEPURA &
TAKEUCHI, 1990). O nitroprussiato de sédio, Na2(Fe(CN)s(NO)). 2HO (NPS)—
vasodilatador util no controle da pressdo arterial, especialmente em casos
de emergéncia — €& um exemplo de complexo metdlico que carrega um
ligante ativo (ligante nitrosil) (STOCHEL et al., 1998; MONCADA et al., 1991).

O uso destes compostos encontra, as vezes, limitacdo devido as
reacoes secunddrias dquela de interesse. No caso dos compostos nitrosilos,
a reacdo desejada € a liberacdo de oxido nitrico, e o nitroprussiato de
sodio, por exemplo, pode liberar CN- (cianeto), como reacdo secunddria
indesejada.

Neste caso, passou-se a estudar algumas alternativas para o
controle da liberacdo seletiva de NO a partr de compostos de
coordenacdo que sdo vidveis clinicamente, tais como a inducdo luminosa
(tferapia fotodin@mica) e a reducdo quimica ou eletroquimica do NO
coordenado. Essas técnicas tém como base a baixa afinidade observada
entre o ligante NOO e alguns ions metdlicos. Isso mostra que o estimulo
fotfoguimico ou elefroquimico pode Vviabilizar diferentes processos
bioquimicos relacionados ao NO (STOCHEL et al., 1998).

As caracteristicas de complexos nifrosilo de ruténio e a vasta
literatura a eles referente (SEDDON & SEDDON, 1984; AU & WONG, 1997)
tfornam esses compostos propicios para a busca de novas subst@ncias que

funcionem como agentes liberadores de NO.
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1.3. Complexos nitrosilos de ruténio

A habilidade de compostos de coordenacdo de atuarem como
provedores de oxido nitrico, tem despertado grande interesse no estudo
de suas propriedades. Os mecanismos de formacdo e dissociacdo do NO
pelos complexos depende principalmente dos fipos de co-ligantes que
completam a estrutura do complexo. Este controle de reatividade é de
vital importdncia para ufilizacdo dos mesmos em alvos bioldgicos
especificos.

Buscando conhecer estas propriedades, muitos cientistas
desenvolveram e estudaram uma série de compostos nitrosilo de ruténio,
tais como complexos do fipo (RuL)CIn(NO)), onde L sdo ligantes fosfinicos,
estudados por Batista e colaboradores (LOPES et al., 2005; VON POELHSITZ et
al., 2005; BATISTA et al., 1997; BATISTA et al., 2001) e complexos do tipo frans-
(RUNH3)4L(INO))(BF4)3, onde L € imidazol, L-histidina, piridina e nicotinamida,
amplamente investigados por Franco e colaboradores (GORELSKY et al.,
2000; TOLEDO et al., 2005; BORGES et al., 1998).

Com o intuito de minimizar reacdes paralelas & liberacdo de NO,
Tfouni e colaboradores dedicaram-se ao desenvolvimento e estudo de
complexos com ligantes macrociclos, do tipo trans-(RuCl(cyclam)(NO))2+,
onde cyclam é 1, 4, 8, 11-tetraazaciclotetradecano (LANG et al., 2000;
MCcGARVEY et al., 2000), e trans-(RuClimcyclen)(NO))2+ (FERREIRA et al., 2004).
Os macrociclos conferem aos compostos de coordenacdo diferentes
propriedades e, devido a sua inércia, compostos deste tipo podem ser de
grande interesse para o desenvolvimento de subst@ncias que possam
apresentar atividade bioldgica (SILVA & TFOUNI, 1992; SILVA et al., 1992; CHI et
al., 1985).

A reducdo quimica e a eletroguimica sdo exemplos de como
conseguir liberacdo de doxido nitrico a partir de um estimulo especifico,

pois, em muitos complexos, o ligante nitrosil perde a sua afinidade pelo
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metal ao ser reduzido a NOS, Fundamentados nisto, alguns pesquisadores
estudaram a acdo bioldégica de vdrios tipos de complexos nitrosilo de
ruténio aquo-soluveis, (WIERASZKO et al., 2001; SMITH & DASGUPTA, 2007;
MARCONDES et al., 2002; BONAVENTURA et al., 2004; ZANICHELLI et al., 2004;
TFOUNI et al., 2005; KARIDI et al, 2005).

Outra estratégia é utilizar compostos que sejam termicamente
estGveis e fotoquimicamente ativos, ou seja, liberam NO quando
submetidos a algum ftipo de inducdo fotoquimica (CARLOS et al., 2004a;
FORD & LAVERMAN, 2005). Visando esta perspectiva, Flithey e colaboradores
(1996) estudaram uma classe especial de complexos metdlicos, clusters do
tipo (FeaSa(NO)4) e (FeaS3(NO)7)-. Os experimentos fotoquimicos, conduzidos
com irradiacdo em 4579 e 514,56 nm, mostraram que 0 mecanismo de
liberacdo de NO depende da presenca de oxigénio no meio. Utilizando
essa classe de compostos o grupo do professor P. C. Ford conduziu outros
estudos relevantes (FORD & WECKSLER, 2005; WECKSLER et al., 2005; BOURASSA
et al., 1997; KUDO et al., 1997).

Em decorréncia, muitos complexos metdlicos fiveram seu
comportamento fotoquimico investigado. Os compostos do 1ipo (RUCIsNO)
e Ko(RuClsNO) liberam NO quando expostos & luz ultravioleta (UV). O
rendimento qudntico para estes complexos de ruténio sob irradiagcdo na
regido de 300 a 350 nm varia de 0,06 a 0,012 mol einstein! (CARTER et al.,
1997). Compostos do tipo frans-(Ru(NHz)4(L)Y(INO))3+ foram sintetizados,
caracterizados (BORGES et al., 1998) e submetidos a ensaios farmacoldgicos
como vasodilatadores (CARLOS et al., 2004a.b; TFOUNI et al., 2005).

Ford e colaboradores sintetizaram e estudaram compostos do tipo
(RUPY(ONO)YNO)), onde P € um anel porfirinico (FORD et al., 1998) e mais
recentemente compostos do tipo (RuCl(salen)(NO)), onde o ligante salen é
um derivado do didnion N, N’-bis(salicilidina)etilenodiamina (WORKS et al.,
2001; WORKS & FORD, 2000).
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Ainda visando a reatividade fotoquimica de complexos nitrosilos de
ruténio, o nosso grupo (TOGNIOLO et al, 2001, SAUAIA et al, 2003b.c; 2005;
OLIVEIRA et al, 2004; de LIMA et al, 2005a.b) vem estudando complexos do
fipo cis-(Ru(bpy)20L)(NO))(PFs)2, onde bpy € 2, 2 -bipiridina e L=ClI-, py, 4-pic
e 4-acpy e trans-(RuCl(macrociclo)NO)2+, Esses trabalhos mostraram que a
liberacdo de NO em meio aquoso ocorre principalmente quando
submetidos & irradiacdo com laser em 355 nm.

Visando obter a liberacdo de NO por irradiacdo na regido do visivel
Sauaia e colaboradores (2003b; 2005) relataram a sintese e a reatividode
fotfoquimica de  complexos nitrosios de  ruténio do @ tipo
(RUNH3)s(Pz)RU(bpPy)2NO) (PFe)s onde oz = pirazina e
(Rubpy)2(py)NOO) (PFs)2. Ambos os complexos sdo soldveis em meio aquoso
e foram irradiados em 532 nm. Os valores obtidos de ¢no foram 0,025 € 0,15
mol einstein-!, respectivamente.

Recentemente, Zanichelli e colaboradores (2004) realizaram em ratos
um estudo de biodistribuicGo do metal ruténio apds a administracdo
infravenosa do complexo (Rull(edta)NO)-. Foi observado que a
concenfracdo maxima do metal no figado, rins e plasma sanguineo foi
alcancada na primeira hora apds a injecdo, enquanto que na urina a
concenfracdo mdaxima demorou duas horas para ser atingida. Apds oito
horas, ndo foram mais encontrados tracos do metal nos érgdos, na urina e
no plasma sanguineo. Estes estudos também mostraram que ndo foram
observadas mortes para doses entre 0,3 e 9,0 x10° mol kg-'.

Um dos problemas da aplicacdo de complexos nitrosilos de ruténio
em meio fisioldgico, se diz respeito & reatividade do ligante nitrosil
envolvendo o ataque nucleofilico da espécie hidroxila junto ao grupo
nitrosil (Esquema 2) (GODWIN & MEYER, 1971).
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(Ru'-NO*) + OH- — (Ru"-NO*------ OH-) = (Ru'-NO2) + H.0

Esquema 2. Reacdo de conversdo de nitrosil em nitrito coordenado ao metal ruténio.

A principio, isso poderia limitar o uso de complexos deste tipo em
terapia clinica, haja visto a inacessibilidade na formacdo de éxido nitrico
(NQOY coordenado. De fato isto ocorre, porém o nitro complexo formado
pode ser usado como fonte de NO.

Para viabilizar a utilizacdo destes complexos como metalo-drogas, €
preciso conhecer mais sobre seu comportamento quimico e seu
mecanismo de acdo em sistemas bioldgicos. O efeito de co-ligantes nas
espécies contendo o fragmento (RuLsNO), o acoplamento eletrbnico entre
os orbitais do metal e do ligante e o confrole da reatividade do ligante
nitfrosil coordenado sdo alguns aspectos que infrigam e direcionam 0s

estudos de pesquisadores.

1.4. Complexos contendo liga¢cdo Ru-NO2 como fonte geradora de NO

Uma importante fonte de oxido nitrico (NO) é a decomposicdo
fotoquimica do danion nifrito (NO2) (RESZKA, et al., 1996). Baseado em
resulfados de “flash-fotdlise”, Treinin € Hayon (1975) postularam o primeiro
mecanismo fotoquimico envolvendo a absorcdo de luz ultravioleta (200
nm - 400 nm) pelo anion nitrito. A reacdo produz radicais livres NO (6xido
nitrico) e O2* (Gnion superdxido). Sendo que em pH < 12 a espécie
radicalar O2*- € protonada formando outro radical OH* (radical hidroxido)
(Esquema 3) (MACK & BOLTON, 1999).

NO2 — (NO2)* -NO + O2*- «» OH*

Esquema 3. reacdo fotoquimica para o anion nitrito.

Tendo em vista a eficiente producdo fotoquimica de NO pelo dnion

nifrito  em meio aquoso, 0s pesquisadores comecaram a estudar a
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fotorreatividade de complexos metdlicos contendo o ligante nitrito. Suslick
e Watson (1991) foram um dos primeiros pesquisadores a estudar a
fotorreatividade do danion nitrito na esfera de coordenacdo de ions
metdlicos. Neste tfrabalho foi estudado o complexo (Mn!I(TPP)(ONO)) (onde
TPP= tetrafenilporfirina) em meio de benzeno. Suslick e Watson propuseram
que durante a fotdlise do complexo (Mn(TPP)(ONO)) ocorre a
fotolabilizacdo do NO2 e formacdo do complexo (MnlI(TPP)(solvente)).

Logo em seguida, Hoshino et al., (1992) estudou um complexo
semelhante ao de Suslick, sendo no lugar do ion manganés o ion crémio
(Cril(TPPY(ONOQO)). Eles demostraram que a fotorreatividade do complexo
resultou na labilizacdo do NO e formacdo de um oxo-complexo do tipo
Crv=0. Este mecanismo fotoquimico foi sugerido por Hoshino tendo em
vista a grande oxofilicidade do centro metdlico Cr(ll).

De maneira geral, como resumido por De Leo e Ford (2000), as
reacoes fotoquimicas que envolvem complexos de nitrito (M-ONO nitrito e
M-NO2 nitro) podem ser descritos em quatro diferentes mecanismos
(Esquema 4).

1-Fotoaquacdo

(LM(ONO))™ + H2O — (LM (H20)) "+ D+ + NO»-

2-Fotoisomerizacdo

(LMONO)™ — (LM(NO2)"*

3-Fotorreducdo

(LiM(ONO))™ — (LM)* + NO2



4-Fotodecomposicdo
(LIM(ONO) " — (LMO))+ + NO

Esquema 4. mecanismos fotoquimicos para os complexos de nitrito.

A fotoaguacdo ocorre normalmente em complexos metdlicos com
baixa energia do campo ligante (FORD et al., 1983). J& a fotoisomerizacdo
como descrito para o complexo (Co(NH3)s(NO2))2+ (DE LEO & FORD, 2000),
leva a uma competicdo reacional entre o NO2 fotolabilizado e o radical
complexo formado ({Co(NHs)s2*, NO2}) devido a excitacdo da banda
TCML (Esquema 5).

hv [Co(NH3)5(0ONO)]2+
[Co(NH3)5(NO2)]2+—»  {Co(NH3)52+, NO2}
Co2+ + 5NH3 + NO2

Esquema 5. mecanismo de fotoisomerizacdo para o complexo (Co(NHs)s(NO2))2+,

A fotorreducdo € resultado da clivagem da ligacdo do oxigénio
com o metal e € o mecanismo mais comum em complexo com nitrito
coordenado. A quebra da ligacdo ocorre devido & reducdo do centro
metdlico.

Finalmente, a fotfodecomposicdo sugerida inicialmente por Hoshino,
onde ha a fotolabilizacdo do NO e formacdo do oxo-complexo (LM(O))n+,
se deve a cisdo homolitica da ligacdo do oxigénio do ligante nitrito
coordenado e consequente oxidacdo do centro metdlico.

Em recente trabalho publicado por Carlos et al., (2004b), foi sugerido
um Novo mecanismo de fotolabilizagcdo de NO a partir dos complexos de

ruténio nitrito. Conforme j& descrito acima, um dos mecanismos proposto
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para os complexos de nifrito seria a fotoaquacdo. Neste caso, 0s
pesquisadores descreveram o mecanismo fotoquimico para o complexo
(RU(NH3)4(NO2)P(OEY)) irradicdo em 355 nm, como aquele em que
inicialmente ocorre reacdo de fotoaquacdo e posterior labilizacdo de NO

a partir a excitacdo fotoquimica do anion nitrito (Esquema 6).

hv
trans-[Ru(NH3)4(NO2)P(OEN3]*___» trans-[Ru(NH3)4(H2O)P(OEH)3]2* + NOo-

h
NO> —~ > NO + O-

O-- + HOO——> OH-. + OH-

Esquema 6. Mecanismo fotogquimico para o complexo (Ru(NHz)4(NO2)P(OED) irradiado em
355 nm.

A grande vantagem de se frabalhar com a fotoquimica de nitro
complexos de ruténio se deve a sua estabilidade em pH fisiolégico. Uma
vez que alguns complexos nitrosilo de ruténio apresenta reacdo de ataque
nucleofilico pela hidroxila formando a espécie nitrito (Esquema 2).

Considerando as alternativas para o controle da liberacdo seletiva
de NO a partir de compostos de coordenacdo, o entendimento da
influéncia dos co-ligantes que fazem parte do complexo € importante no

que tange a reatividade do ligante ativo NO.

1.5. Aspectos Gerais da Quimica de Complexos de Ruténio-Dioxoleno

Os dioxolenos estdo presentes em grande escala na natureza e
atuam em uma variedade de fungdes Nos organismos Vivos, cComo No
fransporte de elétrons na respiracdo celular (PATAI, 1987). Embora se
conheca a importdncia dos derivados catecdlicos no organismo, pouco se

sabe sobre o seu mecanismo de acdo. Uma das possibilidades € a
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formacdo de complexos metdlicos envolvidos na transferéncia de elétrons
em sistemas bioldgicos.

Assim, o interesse no papel biolégico e a multipla funcdo eletrénica
desses componentes estimularam Qs pesquisas com respeito  as
propriedades fisicas e o comportamento quimico dos ligantes dioxolenos
coordenados a metais de transicdo (PIERPONT & BUCHANAM, 1981; HARTL et
al., 1992; LEVER et al., 1993).

Dentro da classe dos dioxolenos encontram-se o0s ligantes
dihidroxobenzenos (O.0), aminofendis (NH.O) e diaminobenzenos (NH.NH)
(EBADI & LEVER, 1999). Os complexos com estes ligantes podem existir em
estados de oxidacdo para o ion metdlico Rudll) e Rudl) e em trés estados
de oxidacdo para os ligantes dioxolenos (o-quinona, o-semiquinona (sp-

radical) e catecol) (Figura 4).

NH, - NH, -e- —NH
NH, +e- NH  +e- —NH

catecol semiquinona quinona
(cat) (seq) @
OH -€- OH -e- —0
OH +e- —0 +e- —Q
catecol semiquinona quinona
(cat) (seq) @

Figura 4. Estados de oxidacdo de ligantes dioxoleno (EBADI & LEVER, 1999).

Os ligantes dioxolenos (didnions catecolatos e seus produtos de
oxidacdo) sdo tipicamente ligantes “non-innocent” (ou ligantes com
atividade redox) e suas propriedades sGo modificadas sob coordenacdo a

metais de fransicdo. Consequentemente o comportamento eletroquimico
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desses complexos ainda necessita de melhor caracterizacdo,
principalmente no que tange ao efeito dos co-ligantes nas propriedades
destes dioxolenos coordenados (DELEARIE et al., 1987).

Os estudos relativos aos complexos dioxolenos tiveram como objetivo
primdrio, pelo ponto de vista quimico, ufilizar estes compostos como
dispositivo eletrénico (WHITTLE et al., 1995; WARD, 1996; BARTHARAM et al., 1998;
SHUKLA et al., 1999). Tal propdsito € baseado na possibilidade de se construir
um sistemna bindrio e mimetizar componentes eletrbnicos utilizados em
computadores. Em sistemas polinucleares, por exemplo, a alteracdo no
estado de oxidacdo de um dos sitios eletroquimicamente ativos provocaria
fransferéncia eletrénica vetorial de um lado para o outro do complexo.

Considerando-se as varias formas que este ligante pode assumir,
haveria varios processos redox ocorrendo numa mesma molécula, o que
provavelmente significaria multiplicar as fungcdes deste tipo de dispositivo.
Isto é influenciado pela distncia entre os sitios redox, conformacdo
molecular e acoplamento eletrénico.

Um outro aspecto bastante interessante desses ligantes € a
distribuicdo de carga e a mistura entre orbitais dos ions metdlicos e do
ligante na forma quinondidica. Este € um tema presente em vdarios artigos
cientificos que mostram que as proximidades dos orbitais de fronteira do
metal e do ligante podem propiciar diferentes estruturas em funcdo da
temperatura (LEVER, 1993; DELMEDICO, 1994; BOHLE, 1994; WHITTLE et al., 1995;
KURIKARA et al., 1998). A distribuicdo eletrdnica depende do grau de
recobrimento dos orbitais do metal e do ligante, o qual é funcdo das
energias e simetrias dos orbitais do ligante e do metal (PIERPONT &
BUCHANAN, 1981; MASUI et al., 1993).

Os ligantes dioxolenos sdo ligantes bidentados e coordenam-se a
metais de transicdo através dos dois dtomos de oxigénio ou nitrogénio

vicinais. A estabilidade, a funcdo bioldgica e a complexidade
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eletroquimica desses compostos servem de impulso para novas
descobertas, tanto na acdo farmacoldgica quanto na sintese de espécies
supramoleculares, componentes moleculares (“building blocks”), como
estratégia em obter materiais avancados (SHUKLA, 1999; SHUKLA & DAS, 2000;
de LIMA et al., 2003; de LIMA et al., 2004).

O interesse nos catecdis e seus produtos de oxidacdo (semiquinona
e quinona) como ligantes consiste na geracdo de cadeia redox, na
caracterizacdo estrutural, nos efeitos magnéticos, na identificacdo dos
efeitos aos niveis de oxidacdo e na comparacdo com sistemas catecdlicos
bioldgicos (BUCHANAN, 1986; CASS & PIERPONT, 1986). As diferentes
caracteristicas de interacdo entre os orbitais do metal e dos ligantes
dioxolenos, garantem aos complexos bandas de transferéncia de carga
do tipo TCML relativo a transicées TCML d;Ru''—»zn*(quinona) na regido de
500 nm, como se Vvé€ para os complexos (Ru(NHs)s(Quinona))?+ e
(Ru(bpy)2(quinona))2+ (METCALFE & LEVER, 1997).

A variagdo na densidade eletrénica do ion metdlico Rudl), quando
coordenado a ligantes do tipo dioxoleno, pode propiciar um melhor
entendimento sobre o efeito ocasionado na reatividade de complexos
nifrosilos. 1sso nos impulsionou a sintfezar e estudar sistemas do fipo
(Ru(dioxoleno)NO+)n+, Além disso, a possibilidade de que espécies como
estas possam ser de interesse clinico, dado ao cardter de biomolécula do
ligante derivado catecdlico, nos levou a abordar e descrever o efeito

ocasionado por irradiacdo luminosa (fotoquimica) em sua reatividade.

1.6. Fotoquimica

Os processos fotogquimicos naturais como a fotossintese, o principal
representante de sistemas otimizados na conversdo de energia luminosa

para energia quimica, motivaram a pesquisa de sistemas quimicos que

22



mimetizem com tal eficiéncia o processo de transferéncia de elétrons e/ou
energia (WILLNER et al., 1998).

Uma drea da ciéncia que contribui com o desenvolvimento desses
novos sistemas € a quimica de coordenacdo. Isto se deve principalmente
pelas andlises espectroscopicas destes compostos no estado excitado
(BALZANI et al., 1998). A habilidade dos ions metdlicos em interagir
faciimente a ligantes funcionalizados (unidades foto ou elefroativas)
possibilita um melhor entendimento tedrico dos estados excitados em
diferentes sistemas além de aplicacdes prdticas desses complexos como

materiais luminescentes e fotocataliticos (FULLER et al., 2003).

1.6.1.Leis da Fotoquimica

Uma substancia no estado fundamental (So) ao absorver um féton de
energia nas regides do visivel ou ultravioleta e excitada ao primeiro estado
singlete (S1). No estado excitado singlete a molécula pode retornar ao
estado fundamental dissipando energia na forma quimica (reacdo 7) ou
fisicamente (reacdo 8 e 9) (PORTER, 1983).

A+hv - A* ©)
A*— produtos @)
A* > A+ hv @)
A*— A + calor Q)

Os processos fotoquimicos e fotofisicos podem ser melhor
representados em um esquema denominado diagrama de Jablonsky
(Figura 5). Uma substdncia no estado fundamental (Sp), quando excitada
ao primeiro estado singlete (S1) geralmente segue quatro caminhos de
desativacdo: (1) decaimento ndo radiativo; (2) reacdo guimica originando

uma outra espécie no estado fundamental; (3) emissdo de fluorescéncia,
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ou (4) cruzamento intersisterna para o mais baixo estado triplete (T7). O
estado triplete gerado (T1) pode voltar ao estado fundamental também
por decaimento ndo radiativo, ou emitir fosforescéncia, ou ter reacdo
guimica com formacdo de outra espécie no estado fundamental (DEMAS,
1983; KALYANASUNDARAM, 1992).

S, Kisc

Sy R — kic
Kisc : T,
IC
hv K
IS krt
kf kIC kp
produtos produtos
Vv v VY

So

Figura 5. Diagraoma de Jablonsky. hv = absor¢cdo, kic = decaimento ndo radiativo, kr =
decaimento radiativo (fluorescéncia), ks = reacdo fotoquimica a partir do estado singlete
excitado, kisc = conversdo intersistema, ke = decaimento radiativo (fosforescéncia) e kit =
reacdo fotogquimica a partir do estado triplete excitado.

O rendimento qudntico (¢) (Equacdo 1) determina a eficiéncia de um
processo primdario fotoquimico ou fotofisico e depende do comprimento
de onda de excitacdo (Air) (RABEK, 1982).

_ numero de moléculas envolvidosemum processo (mol)
ndmero de fétons absorvidos (einstein) (M

¢

1.6.2.Fotoquimica de Compostos de Coordenacdo

O comportamento fotoquimico de compostos de coordenacdo estd

relacionado ds possiveis fransicoes eletrénicas entre os orbitais localizados
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no metal e nos ligantes. Assim, forna-se imprescindivel destacar a natureza
destas fransicoes (CROSBY, 1983; DEMAS, 1983; PORTER, 1983).

Os espectros na regido do UV-visivel de complexos de ruténio(ll) com
ligantes insaturados coordenados, apresentam geralmente, bandas
atribuidas a transicdes de transferéncia de carga metal-ligante (TCML),
fransferéncia de carga ligante-metal (TCLM), intra ligante (L) e campo
ligante (CL). Logo, a incidéncia de irradiacdo de energia correspondente
a cada uma destas transicdes pode conduzir a diferentes reacdes e
propriedades fotoquimicas (LINDSAY et al., 1993). A Figura 6 ilustra, de forma
simplificada, o diagrama de orbitais moleculares de um complexo de

ruténio (Il) e suas possiveis transicdes eletrénicas.

GM* tu aig
ty ,—f"’—’:’/
np—'—” ///TEL* t1g! t29: t1us tZu
’/ Tee—o t1g’ t2g1 tyw toy
/// \\‘*~\ ni
41 // 22,2
ng— o % eq4ldy"y",d,7]
A
tog: € T ™) & T toglClyysCz,dlyz]
(n-1)d =2° 2zl T M A
D ©) )
tg oo sty o7
ol @ | 190 2g° Hu 2Li _____
@ )
oL a1g! eg! t1u T -
Orbitais do Orbitais do Orlbltals dos
Metal Complexo igantes

Figura 6. Diagrama simplificado de orbitais moleculares para representar os tipos de
tfransicoes eletrbnicas em complexos octaédricos. As linhas tracejadas ligam o orbital
molecular ao orbital atdémico que melhor o caracteriza (BALZANI & CARASSITE, 1970). (*)
esse orbital pode ser ligante, ndo ligante ou antiligante, segundo o composto formado.

P

e (1) transicdo de campo ligante (CL) - € observada entre niveis

energéticos localizados no metal. As bandas sdo originadas pelo
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desdobramento das energias dos orbitais d (fransicdes d — d), que num
campo octaédrico podem ser designados por tog e eg.

(2a, 2b, 2c, 2d): fransicdo de transferéncia de carga ou eléfron do
ligante para o metal (TCLM) - esse tipo de transferéncia € comum
acontecer com ions metdlicos com maior estado de oxidacdo, como
por exemplo Ru'l. Essa transicdo origina bandas observadas na regido
do ultravioleta e do visivel.

(2e, 2f): tfransicdo de transferéncia de carga ou elétron do metal para o
ligante (TICML) - caracteriza-se por uma ligacdo =n verificada nos
compostos de ruténio com ligantes insaturados. Essas bandas possuem
coeficiente de mdaxima absortividade molar () da ordem de 104 L mol-!
cm! e normalmente localiza-se na regido do visivel. A ocorréncia
dessas bandas depende da existéncia de orbitais de simetria
adequada no metal e no liganfe, com energias pouco diferentes e
grau de recobrimento diferente de zero. Uma vez que os elétrons de
valéncia do ion metdlico se encontram em orbitais de simetria & e
considerando que os orbitais desocupados dos ligantes de menor
energia fambém possuam simetria ©, a fransicGo mais provavel €&,
portanto, d(M ) — ©*(L).

3): transicdo interna do ligante (L) - € semelhante as transicdes
observadas nos ligantes insaturados nGo coordenados. Por exemplo, os
ligantes aromaticos N-heterociclicos, ndo coordenados, geralmente
apresentam, na regido do ulfravioleta proximo e médio, bandas de
fransicdo eletrdnica atfribuidos a N - ©n* e © — . As transicoes
envolvendo os elétrons livres (n) ocorrem em regides de maior
comprimento de onda e sdo de dalta infensidade. As fransicoes
envolvendo os elétrons n sdo bastante infensas e semelhantes das

observadas para os hidrocarbonetos aromaticos correspondentes.
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As fotorreacdes de compostos de coordenacdo podem ocorrer por
diferentes caminhos: fotossubstituicdo, transferéncia de elétron e
fransferéncia de energia (ADAMSON & FILEISCHAWER, 1975). Frequentemente
observa-se qQue processos de fotossubstituicdo sdo induzidos pela
iradiacdo na banda d-d (banda de campo ligante (CL)) e reacdes
fotorredox s@o promovidas pela excitacdo de banda de transferéncia de
carga (bandas de fransferéncia de carga metal-ligante (TCML) ou ligante—
metal (TCLM)); além destes, processos de fransferéncia de elétrons
tfambém sdo observados entre diferentes ligantes num mesmo complexo
(CHAISSON et al., 1972).

Complexos polipiridinicos possuem um longo histdrico. Seus estudos
foram iniciados por Blau (1888), que notou a formagdo de uma substancia
com dalta intensidade de cor ao reagir sais de Fe(ll) com ligante 2.,2°-
bipiridina  (bpy). A partir dai vdarios compostos contendo ligantes
polipiridinicos foram sintetizados e suas propriedades quimicas e
fotoquimicas descritas (ADAMSON & FILEISCHAWER, 1975; DURHAM et al., 1980;
JURIS & BALZANI, 1988; TOMA et al., 2000). A razdo pela qual a fotoguimica
desta classe de compostos € amplamente estudada esta relacionada as
caracteristicas observadas nos complexos tipo Rudl)-polipiridinas, que
podem ser resumidas como: maior tempo de vida no estado excitado;
facil fransferéncia de elétrons e energia no estado excitado, facilidade na
quimica sintética de sistemas diméricos, oligbmeros e “quencher”
inframolecular (CASPAR & MEYER, 1983).

Uma série de resultados espectroscopicos e estudos tedricos de
complexos de ruténio e ésmio com ligantes polipiridinicos mostraram que
0s espectros de absorcdo sdo preferencialmente caracterizados pela
absorcdo da banda de transferéncia de carga metal-ligante de cardter

singlete, enquanto que os espectros de emissdo ocorrem em estado de



carater triplete devido o acoplamento spin orbita dos estados excitados
(WAYNE & WAYNE, 1996).

Os orbitais d-d para os complexos (Ru(bpy)s)?+, podem ser populados
por ativacdo térmica como conseqUéncia do decaimento do estado
excitado. Uma vez formado este apresenta rdpido decaimento para o
estado fundamental. A existéncia de um baixo estado d-d (LUMO) faz com
que aumente o tempo de vida da espécie no estado excitado (ALLEN et
al., 1984).

Como exemplo, os complexos do tipo (Ru(bpy-R)3)?+ utilizados como
agentes redox no estado excitado em ambientes micro-heterogéneos e
também como fotointermediadores na conversdo de energia solar (JONES
et al., 1989). Um dos fatores que possibilita esta aplicacdo € o tempo de
vida no estado excitado cerca de 0,85 us em CH3CN, 0,62 us em H2O a
temperatura ambiente e 5,2 us em MeOH/EtOH & 77 K o que facilita o
processo de transferbencia de carga metal-ligante. J& o complexo
(Ruterpy)2)2+ tem um tempo de vida maior que o tris-bpy, a 77K o tempo
obtido foi de 11 us em MeOH/EtOH, mas um tempo de vida curto a
temperatura ambiente (250 ps, H2O) (KIRCHHOFF et al., 1985).

Alguns pesquisadores observaram o processo redox de fotooxidacdo
do ion (Ru(bpy)s)?+ na presenca de oxigénio, enquanto outros estudaram
as reacdes de fransferéncia de elétrons intermolecular com oxidantes
inorgdnicos e orgdnicos em solucdo. Durante e Ford (1975) relataram a
ocorréncia da ftransferéncia de elétrons em solucdo agquosa como
resultado da irradiacé@o na banda de TCML de uma espécie binuclear de
RudD-Cudl) com formacdo de Rudll) e Cu(l) e posterior regeneracdo do
complexo. A facilidade com que o estado excitado apresenta processos
fotorredox, para estes compostos de Ru(ll), foi explorada na catdlise de

reacoes de fofodecomposicdo de dgua em hidrogénio.
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Dentre as vantagens da utilizacdo de complexos polipiridinicos como
fotossensibilizadores em sistemas fotoquimicos, o tempo de vida € um fator
que dificulta sua aplicacdo. Geralmente, a velocidade desses processos
aumenta com o decréscimo da energia de “gap” entre os estados
excitado e fundamental. Isto significa que complexos que absorvem baixa
energia (em comprimentos de onda na regido do visivel e infravermelho
proximo) resulfam em estados excitados com curto tfempo de vida, o que
torna limitado sua aplicacdo em reacoes fotoquimicas (CASPAR & MEYER,
1983).

O tema relacionado a deslocalizacdo eletrbnica de complexos
polipiridinicos ainda é confrovérsia quando se compara 0s complexos
(Rubpy)s)?+ e (Ruterpy)2)?+. Acredita-se que para o primeiro caso o elétron
no estado excitado esteja localizado em um ligante bipiridina e no
segundo caso o eléfron excitado estd deslocalizado sobre os dois ligantes
terpiridinicos (BOYDE et al., 1990; TREADWAY et al., 1996). No trabalho relatado
por Amoyal et al. (1991) foram feitos estudos experimentais e tedricos com
relacdo as propriedades espectroscdpicas e fotofisicas de para-substituido
fenilterpiridina (pterpy) em complexos do tipo (M-I, d®)(R-pterpy)2)2+, onde
M=Fe, Ru ou Os e R=H, CHs, OH, OCHs ou ClI. Estes sistemas foram discutidos
em relacdo a localizacdo versus deslocalizacdo do elétron promovido ao
estado excitado. Para os sistemas em questdo, o estado excitado pode ser
interpretado como sendo:

(R-pterpy™)RuU'(R-pterpy))2+ (R-pterpy)RuUl(R-pterpy*-))2+

Uma das solucdes sugeridas por Boyde (1990), foi a constru¢cdo de
complexos do tipo (Ru(dmb)s)2+ (dmb= 4,4'-dimetil-2,2’-bipiridina) e
(Ru(bbpe)s)?+ (bbpe= trans-1.2-bis(4 metil-2,2’-bipiridil-4-y)-eteno), onde os

ligantes dmb e bpy sdo caracterizados por sua alta deslocalizacdo w*,
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acarretando um considerdvel aumento no tempo de vida dos complexos
no estado excitado (TREDWAY et al., 1996).

No trabalho relatado por Hecker (1991), verificou-se a influéncia de
substituintes aril nas propriedades fotoquimicas e fotofisicas de complexos
de Rudl) e Cu() com ligantes poliaminas. Para complexos com Cu(l), o
substituinte aril inibiu 0 "quenching” induzido pelo solvente que ocorre via
formacdo do “exciplex” e alteracdo no tempo de vida do estado
excitado. Diferentemente, a infroducdo de subsfituintes fenil na posicdo
6,6'- do ligante terpiridina reduziu drasticamente o tfempo de vida do
complexo de ruténio no estado excitado.

Uma outra maneira de aumentar o tempo de vida no estado
excitado para complexos de ruténio—polipiridinicos € o encapsulamento
desses complexos em supergaiolas, baseadas em zedlitas. No trabalho de
Maruszeuski e Kncaid (1995), foi mostrado que o complexo (Ru(bpy)2(daf))2+
(daof = diazofluoreno) em solucdo exibe uma fraca intensidoade de
luminescéncia e com tempo de vida no estado excitado menor que 10 ns
a temperatura ambiente. Quando encapsulado em zedlitas, o resultado é
um aumento na intensidade de emissdo luminescente e no tfempo de vida
no estado excitado d temperatura ambiente.

Os processos envolvendo a irradiacdo da banda TCML para os
complexos de ruténio(l) com ligantes polipiridinicos tipo (Ru(bpy)2XY)2+ em
que X e Y sdo ligantes monodentados ibnicos, envolvem geralmente a
perda de um ligante monodentado e coordenacdo por exemplo de uma
molécula de solvente (8). Esta fotorreatividade se deve principalmente a
populacdo de orbitais moleculares caracterizados tipicamente como
sendo do ion metdlico, em processo relacionado d desativacdo térmica,

como descrito no Esquema 7.
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hv )
[Ru™(bpy) XYT?* + S —> {[Ru™(bpy),XSI* " P—[Ru(bpy),XSI** + Y

Esquema 7. Processos de fotorreatividade para complexos Rudl)-polipiridinicos.

Semelhante observacdo foi feita para compostos tridentados
((Ruterpy)Ls)n+), porém neste caso o mecanismo foi descrito de uma forma
mais elaborada, considerando-se a saida do ligante monodentado L em
(Rutterpy)Ls)n* (Esquema 8) (SUEN et al., 1989).

posi¢do
equatorial

-

posicao
axial

Esquema 8. Mecanismo de fotosustituicdo para complexos do tipo (Ruterpy)Ls)?+ (SUEN et
al., 1989).

A excitacdo na regido da banda TCML guia uma fransferéncia de
elétrons do estado excitado contendo terpy*- (etapa 1). Durante o
decaimento ndo radiativo do estado excitado pode haver populacdo dos

orbitais de caracteristicas predominante do metal (orbitais d-d) (etapa 2)

31



promovendo fotolabilizacdo do ligante L (etapa 3). As etapas 6 e 7
descrevem o0s processos de relaxacdo ndo radiativa para o estado
fundamental e para os orbitais dos estados excitados, respectivamente. A
perda de um ligante L (etapa 3), a partir da posicdo axial ou equatorial
guia a um intermedidrio reativo pentacoordenado ainda no estado
excitado (etapa 4*) ou no estado fundamental (etapa 4). A captura do
ligante (etapa 5) guia a um produto final. O resultado depende da
ocorréncia de rearranjos € a captura do ligante pelo intermedidrio
pentacoordenado (SUEN et al., 1989).

Os complexos nitrosilos de ruténio com co-ligantes piridinicos,
comecaram a ser estudados por Meyer e colaboradores desde o inicio da
década de setenta (GODWIN & MEYER, 1971a; GODWIN & MEVYER, 1971b;
CALLAHAN & MEYER, 1977). Alguns autores mostraram, por exemplo, que a
reatividade do grupamento nitrosil depende das caracteristicas de co-
ligantes como 2, 2’-bipiridina e piridina (OOYAMA et al, 1995).

Nos trabalhos descritos por Togniolo et al., (2001) e Sauaia et al., (2003c)
para a série de complexos nifrosilos de ruténio cis-(Ru(bpy)2(L)NO)3+, foi
verificado que o provavel caminho fotogquimico para liberacdo do NO,
relaciona-se com a iradiagcdo da banda TCML tipo dRudD—-n*(NO*) e
conseqguente foto-labilizacdo do ligante nitrosil, como descrito no Esquema
9.

cis-(RUICI(opy)2(NO#)2+ + hv—s cis-(RUNICI(opy)a(NO))2+
cis-(RUICI(opy)2(NO)2+ + HoO — cis-(RUNICI(opy)a(Ha0))2+ + NOO

Esquema 9. Mecanismo fotfoguimico para liberacdo do ligante nitrosil.

Como mencionado no item 1.6, os complexos nitrosilos de ruténio
podem ser utilizados como agentes liberadores de oxido nitrico mediante

estimulo fotoquimico. O comprimento de onda, a intfensidade e o local da
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irradiacdo podem ser gjustados no controle da liberacdo fotoquimica do
NO em determinados alvos bioldgicos especificos. Dado ds caracteristicas
bioldgicas do NO e a sua atividade antitumoral, compostos nitrosilos de
ruténio podem viabilizar a terapia clinica baseado no efeito da irradiacdo

luminosa como a Terapia Fotodindmica (TFD).

1.7. Terapia Fotodindmica de tecidos neopldsicos

A Terapia Fotodindmica (FD) & um tratamento médico que
emprega uma combinacdo de luz e farmaco a fim de obter um efeito
citotéxico ou um efeito modificador no cdncer ou em qualquer outro
tecido indesejdavel. Isso se deve ao modo de acdo duplo-seletivo: uma
droga fotossensibilizadora e de toxicidade insignificante é infroduzida
dentro do corpo e acumulada preferencialmente em células que estdo se
dividindo rapidamente. Quando a droga atinge uma razdo apropriada de
acumulo em tecidos lesados versus tecido sauddvel, uma luz na faixa de
600 a 850 nm € incidida sobre o tecido lesado. A luz ativa a droga e suscita
sua acdo toxica. A quantidade de luz necessdria deve ser grande o
suficiente para causar a resposta desejada no tecido, mas pequena o
suficiente para poupar os tecidos vizinhos sauddveis (e inevitavelmente
iluminados) de danos extensivos. Estes estudos cientificos envolveram
varios grupos de pesquisa, principalmente o de Dougherty e
colaboradores (DOUGHERTY et al., 1978; DOUGHERTY, 1984; DOUGHERTY, 1995).

A incorporacdo do agente sensibilizador (fotoativo) em membranas
bioldgicas parece ser fortemente favorecida quando se utiliza veiculos
adequados como sistemas carregadores de  drogas.  InUmeros
fotossensibilizadores tais como o  fotofrin, porfiinas  reduzidas,
hematoporfiinas e benzoporfiinas, enconfram-se atualmente sob
investigacdo académica e clinica como agentes ativos na TFD.

Apbs absorcdo da luz por substratos e/ou corantes exdgenos
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presentes nos tecidos celulares, na presenca de oxigénio, 0s
fotossensibilizadores sofrem varios processos fotofisicos e induzem a
producdo de espécies reativas de oxigénio (102, O2- , "OH , H20Oo)
denominadas como EROs. Estas espécies danificam macromoléculas
como lipideos, proteinas e DNAs, e desencadeiam a morte de tais tecidos
por necrose ou apoptose celular. Existem dois mecanismos de formacdo
de EROs (SRINIVASAN, et. al, 1978; GOTIFRIED, 1988; MULAZZANI, et. al, 1991):

e Fotossensibilzacdo do tipo | (Esquema 10) - ocorre quando o
fotossensibilizador no estado Ti € oxidado ou reduzido e readliza
reacdo redox com diferentes materiais bioldégicos (sub). Devido ao
fato de poucas moléculas biolégicas apresentarem facilidade de
fotorreducdo (como quinonas e citoquinas), geralmente o que se
reduz a danion radical € o fotossensibilizador, o qual acarreta a
oxidacdo do substrato bioldgico (sub*®). A espécie reduzida (S*)
pode transferir um elétron ao oxigénio molecular presente no meio,
formando o d&nion superéxido (O2") que gera outras espécies
reativas de oxigénio como o radical hidroxii (OH%). O
fotossensibilizador no estado triplete (T1) também pode abstrair um
proton de um substrato bioldgico (subH) e transferi-lo ao oxigénio

molecular, formando o radical hidroperoxil (HO2").
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T, + sub — S~ + sub**
S* +30,— So+0,"
o,"+ H,0, - O, +OH + OH’
e/ou

T, + subH — SH* + sub’

SH* +30, - So + HO,

Esquema 10. Geracdo de EROs pelo mecanismo do tipo I.

e Fotossensibilizacdo do tipo Il - esse caminho envolve a transferéncia
de energia do fotossensibilizador no estado triplete (T1) para o
oxigénio molecular com formacdo de oxigénio singlete (10O2), que é
uma espécie extrernamente reativa e rapidamente danifica os mais
variados materiais bioldgicos eletrofilicos, como lipideos insaturados,

proteinas, dcidos nucléicos etc.

A TFD é utilizada no tratamento de neoplasias em diferentes partes
do corpo, tais como sistema gastrointestinal, sistena nervoso central,
cabeca, pescoco, esdfago e pulmdes. A grande eficacia da TFD € no
fratamento de cdncer de pele pela facilidade de exposicdo desse orgdo
A luz (DE ROSA & BENTLEY, 2000).

Com o intuito de minimizar os possiveis efeitos indesejados dos
agentes fotossensibilizadores na TFD muitas pesquisas estdo sendo
realizadas no sentfido de incorporar essas espécies em sistemas de
liberacdo controlada, como ciclodextrinas, lipossomos, nanoparticulas e
microemulsdes, 0 que consfitui a terceira geracdo de fotossensibilizadores
ufilizados na TFD (DeROSA & CRUTCHLEY, 2002; ROTTA et al., 2003; TEDESCO et
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al., 2003). Tais sistemas aumentam o tempo de circulacdo do farmaco
dentro do organismo e favorecem sua incorporacdo em membranas
bioldgicas. Além disso, no caso de lipossomos, certas modificacdes na
constituicGo de sua dupla camada lipidica podem acarretar maior
especificidade para com células tumorais (WOHRLE et al., 1998).

Embora 80% do estudo da TFD em diferentes centros de pesquisa,
seja baseado na utilizacdo do oxigénio singlete como espécie reativa (DE
ROSA & CRUTCHLYEY, 2002). A hipdxia das neoplasias de grande porte
constitui-se a maior barreira quanto ao sucesso da TFD como terapia
efetiva na fase clinica. Com isso, hd uma constante procura por outras
espécies Uteis, como radicais livres derivados dos fotossensibilizadores
ufilizados, bem como outfras espécies radicalares independentes do
oxigbenio. Uma possibilidade é utilizar compostos, como os complexos
nitfrosilo de ruténio, que tenham a propriedade de liberar NO quando
estimulados fotoquimicamente. O NO além de possuir natureza radicalar,
reage com o dnion superdxido (O2) presente no meio e forma o
peroxinitrito (ONOO-) que € uma espécie altamente reativa e faz parte de
uma clasee de substéncias denominadas espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ERONS) (HEROLD & KOPPENOL, 2005; IGNARRO, 2000).

Estudos das acdes do NO em preparacdes bioldgicas sdo
dificultadas pela sua alta reatividade, curta meia vida e por incertezas
sobre a cinética e extensdo da liberacdo de NO a partir de doadores de
NO termicamente instGveis como o nitroprussiato de sdédio. Problemas
associados com o retardo difusional podem ser solucionados pela “flash”
fotdlise. Nesse método, precursores inativos biologicamente sdo
equilibrados dentro da preparacdo, antes da rapida liberacdo do ligante
ativo perto do sitio de acdo por um breve pulso de luz.

Uma das estratégias € utilizar um precursor que tenha uma

reatividade térmica relativamente baixa, mas seja fotoquimicamente ativo
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para gerar NO quando sujeito a uma excitacdo eletrbnica. A idéia de
utilizar compostos fotossensiveis capazes de liberar NO fotoinduzidomente
abre um enorme campo de acdo denfro da TFD e de outras terapias
convencionais. A sinfese e a caracterizacdo destes compostos, estudos
fotoquimicos e fotofisicos, seguidas de estudos em meios bioldgicos
permitirdo um entrosamento entre a fotoquimica cldssica, a fotobiologia e
na fotomedicina.

Uma maneira vidvel para o uso de veiculos na administracdo destes
compostos € sua incorporacdo em sistemas carregadores de drogas,
como ciclodextrinas, lipossomos, emulsdes e microemulsdes. Tais sistemas
aumentam o tempo de circulacdo do farmaco dentro do organismo e

favorecem sua incorporacdo em membranas bioldgicas.

1.8. Liberacdo Controlada de Farmacos

Um dos empecilhos para o uso de complexos nitrosilos de ruténio
como agentes liberadores de NO estd relacionado a estabilidade dos
compostos em pH fisioldgico e também ao efeito ocasionado por
substancias redutoras que possam agir na liberacdo de NO. Assim o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo contfrolada de farmaco que
oferecem estabilidade aos complexos tipo Rul-NO+ sdo de interesse para
o estudo farmacoldgico. Tais sistemas podem ser imprescindiveis para o
sucesso terapéutico de novas espécies quimicas. Uma possibilidade € o
microemulséo (DAVIS et al., 1998) e matrizes sdlidas (HARDWICK et al., 2001;

ROBBINS et al., 2004; NABLO et al., 2005a.b).

1.8.1.Microemulsoes

As microemulsdes (ME) sGo como reservatdrios, nos quais a fase
inferna constitui um microambiente com agregados esféricos € com
di@metro na ordem de 100 A (LANGEVIN, 1988), com propriedades
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particulares, podendo ligar ou associar moléculas com diferentes
polaridades (DE OLIVEIRA et al., 1997).

ME sGo, de forma geral, definidoas como  sistemas
tfermodinamicamente estaveis, isotrépicos e transparentes, de dois liquidos
imisciveis (usualmente dagua e O&leo) estabilizados por um filme de
compostos tensoativos, localizados na interface dleo/agua (DE OLIVEIRA et
al., 2004).

A formacdo da microemulsdo geralmente envolve a combinacdo
de frés a cinco componentes, tais como tensoativo, fase aquosa, fase
oleosa e quando necessdrio, o co-tensoativo, sendo que a orientacdo
para os sistemas O/A ou A/O é dependente das propriedades fisico-
quimicas do tensoativo, traduzidas principalmente pelo seu equilibrio
hidrofilo/lipdfilo (DE OLIVEIRA et al.,, 1997). A principal caracteristica do
sistema €& formar espontaneamente a fase interna por homogeneizacdo
suave dos componentes da formula. Sua estabilidade termodindmica
oferece vantagens sobre as dispersdes instdveis, tais como as suspensdes e
emulsdes, podendo ser ufilizada por muito mais tempo (DALMORA & DE
OLIVEIRA, 1999).

Enquanto que as emulsdes sdo estabilizadas por agentes emulsivos
comuns (tensoativo), as microemulsdes geralmente sdo adicionadas de
um co-tensoativos, cuja funcdo € diminuir a tensdo interfacial para valores
abaixo dos limites proporcionados pelo emulsivo comum.

Além disso, devido das dimensdes reduzidas da fase interna das
microemulsées, as goticulas possuem alto valor de coeficiente de difusdo,

se comparada s emulsdes.

1.8.2. Matrizes Solidas

Durante o0s procedimentos clinicos de implantes biomédicos,

proteses ortopédicas e catéteres infravasculares ocorrem problemas do
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fipo deposicdo de proteinas, adesdo plaquetdria, inducdo de trombose e
infeccdes bacterianas devido & formacdo de biofilmes por fungos e
bactérias durante procedimentos clinicos (NABLO et al., 2005b).

Visando solucionar esses problemas, as estratégias usadas pelos
pesquisadores consiste em construir aparatos médicos a partir de materiais
biocompativeis. Dentre os matericis biocompativeis encontram-se
polimeros do tipo sol-gel, silicone e poliuretano.

Em trabalhos recentes, susbtdncias doadoras de NO como
diaozodiolato e nitrosoglutationa foram incorporados em materiqis
poliméricos biocompativeis do fipo sol-gel para liberacdo de NO. Estas
matrizes reduziram a adesdo plaguetdria (RADOMSKI et al., 1992), restenosi
(YOON et al., 2002), vasoespamos (GABIKIAN et al., 2002) e redugcdo de
adesdo bacteriana (NABLO et al., 2001).

A tecnologia sol-gel prevé um excelente caminho na obtencdo de
filmes transparentes e mecanicamente estdveis. Trata-se de um material
poroso que garante a caracteristica de xerogel, além da sua preparacdo
ser baseada em reagentes organosilano em solu¢cdo (MARUSZEWSKI et al.,
2001).

No entanto, os beneficios no uso de materiais liberadores de NO em
aparatos médicos implica na liberacdo de éxido nitrico em tecidos sadios.

Com base na exposicdo prolongada e elevada concentracdo de
NO estar associada a choque séptico (McMICKING et al., 1995),
carcinogénese (WINK et al., 1998) e danos ao DNA (BURNEY et al., 1999)
relataram o estudo de citotoxicidade desses materiais em culturas de
células de fibroblastos (L929). Os resultados mostraram que o efeito
citotdxico dos filmes dependia do fipo de aminosilano que constituia o
material sol-gel. Neste caso foi proposto pelo grupo, a utilizacdo de uma
camada de PU (poliuretano) sobre o filme sol-gel a fim de diminuir o efeito

citotdxido.
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A solucdo enconfrada para diminuir o efeito citotdxico desses
materiais, contfrolar a velocidade e duracdo do NO a partir de materiais
sol-gel €& aumentar a porcentagem de polimeros como silicone e

poliuretano (NABLO et al., 2005).
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2-Objetivos

Tendo em vista a importéncia fisioldgica do éxido nitrico (NO) e na
potencialidade de complexos de ruténio como pré-droga, idealizamos os
objetivos deste Doutorado:

e Sintetizar e caracterizar por técnicas espectroscodpicas e eletroquimicas
compostos nitrosilos de ruténio do tfipo (RuCterpy)(NO*)(PFe)3 e
(Rutterpy)(NO2)(PFs) onde L = CI- (cloreto), bpy (2.2'-bipiridina), bdagi-
COOH (benzoguinonadiimina), bdcat-COOH (benzoquinonadiomina) e 2-
pySH (2-mercaptopiridina) (Figura 7);

e Estudar a reatividade fotoquimica dos complexos sob irradiacdo no
ultravioleta (355 nm) e visivel (632 nm) quanto & labilizacdo do NO;

e Desenvolver sistemas de liberacdo controlada como: microemulsdo,
matrizes sdlidas do tipo sol-gel e silicone e eletrodo de ouro imobilizado.

e Avadliar comportamento farmacotécnico e farmacolégico dessas

espéecies como agentes doadores de NO.
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X=NO *eNO 5

2,2 " -bipiridina(bpy) = =

NS NS

N N
benzoquinonadiimina(bdgi -COOH) N — CO,H
HN—
L benzoquinonadiamina(bdcat -COOH) HoN CO,H
H,N

2-mercaptopiridina (2 -pySH) /N SH

A

cloreto cr

Figura 7. Férmula estrutural dos complexos de ruténio e dos ligantes piridinicos estudados.
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3-Justificativa

O &xido nitrico (NO) € uma importante molécula mediadora de
importantes processos bioldgicos. As propriedades fisico-quimicas do éxido
nitrico governam suas atividades fisiolodgicas e sua falta no organismo pode
acarretar graves danos. Assim, 0 uso terapéutico de compostos geradores
de NO €& bastante promissor. Dentre estes compostos, 0s complexos
nitrosilos de ruténio parece ser sui generis, pois o Oxido nitrico reage
facilmente com ruténio, produzindo compostos estdveis e susceptiveis &
acdo de certos estimulos quimicos, eletroquimicos e fotoquimicos que
promovem sua liberacdo.

Neste trabalho sugerimos a sintese de complexos nitrosilos de ruténio
utilizando o fragmento (Ru(terpy)NO)3+ devido & estabilidade estrutural e
caracteristicas foto- e eletroativas do ligante terpiridina. Os co-ligantes CI-,
bpy, bdqi-COOH, bdcat-COOH e 2-pySH permitem modular o grau de
inferacdo e reatividade entre a ligacdo RU'—-NO+*, além de direcionar a
melhor forma de propor a liberacdo de NO pelos complexos.

Visando a estabilidade desses complexos em ambiente bioldgico,
estudos fotoquimicos e redutimétricos em solucdo e em sistemas de

liberacdo (microemulsdo e matrizes sol-gel e silicone) foram conduzidos.
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4. Materiais e Métodos

A Tabela 2 resume a procedéncia e o teor dos reagentes e solventes

utilizados para os procedimentos experimentais.

Tabela 2. Teor e procedéncia dos reagentes utilizados durante as sinteses e a
caracterizacdo dos complexos.

Reagentes Teor (%) Procedéncia
2, 2'-bipiridina 9.0 Aldrich Chemicals
3.5-acido dimainobenzdico 98,0 Aldrich Chemicals
2,2°6'2" -terpiridina 88,0 Aldrich Chemicals
Acetonitrila 99.9 Mallinckrodt
Acido acético 99,7 Synth
Acido cloridrico 36,5~38,0 Quimex
Acido fosforico 85,0 Merck
Acido fosforico 85,0 Merck
Acido hexafluorofosférico 98,0 Aldrich Chemicals
Acido nitrico 65,0 Merck
Acido trifluoroacético 28,0 Merck
Brometo de potdssio 88,0 Aldrich Chemicals
Cloreto de hexaaminruténio(lll) 25,0 Aldrich Chemicals
Cloreto de potassio @8.,0 Nuclear
Cloreto de sdédio 98,0 Nuclear
Cloreto de litio 99.0 Aldrich Chemicals
Cloreto de ruténio(ll) 99.9 Aldrich Chemicals
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Cloreto de tetrabutilamonio
Diclorometano
di-n-butilestanho-dilaurato
Dihidrogenofosfato de sddio
Etanol
Eter efilico
Ferrioxilato de potdssio
1.10-fenantrolina
Hexafluorofosfato de amonio
Hidrazina
Hidroxido de amdnio
Hidroxido de sédio
Hidroxido de potdssio
2-mercaptopiridina
Metanol
Monohidrogenofosfato de sédio
Nitrato de potdssio
Nitrito de sddio
Pirazina
Polidimetilsiloxano
Pirocatecol

Resina Catidnica

98.0
99.0
95.0
99.5
99.8
99.0

98.0

95.0
250
98.0
97.0
97.0
99.0
99.5
99.5
98.0
99.0
99.0
99.0

99.0

Aldrich Chemicals
Merck
Aldrich Chemicals
Merck
Vetec
Merck
Aldrich Chemicals
Synth
Aldrich Chemicals
Vetec
Synth
Synth
Synth
Aldrich Chemicals
Merck
Merck
Merck
Merck
Aldrich Chemicals
Dow Corning
Mallinckrodt

Merck
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Sal de Reinecke 98,0 Aldrich Chemicals

Silica Gel 60 - Merck
Tetrafluoroborato de sédio 98,0 BDH Chemicals
Tetrafluoroborato de 99.0 Aldrich Chemicals
tetrabutilamonio

Tetraetoxisilano 98,0 Fluka
Triefilanoamina 85,0 Synth
Zinco 9.0 Synth

4.1. Gas Argonio

O gas argdnio utilizado foi borbulhado em uma solucdo de cromio
{1, contida em um frasco lavador, para retencdo de tracos de oxigénio
eventualmente presentes no encanamento. As solucdes de Cr(l) sGo
obtidas por reducdo do correspondente sal de Cr(ll) por amdlgama de
zinco.

A troca de cor azul {Cr()} para verde {Cr(ID} indica a presenca de
oxigénio. A solucdo redutora € mantida em contato permanente com
zinco amalgamado para sua constante regeneracdo. Em seguida o
argénio passa por um frasco lavador contendo dgua destilada para

lavagem e saturacdo do gds com vapor d‘adgua.

4.2. Medidas de pH

As medidas de pH foram realizadas utilizando-se o pHmetro Digimed
modelo DM-20.

4.3. Andlise Elementar

Os resultados de andlise elementar dos complexos foram obtidos

pelo Sr. Paulo Roberto Lambertucci em um aparelho Elemental Analizers
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CE Instruments Carlo Erba modelo 1110 CHNS-O, situado no Departamento

de Quimica Universidade Federal de Sdo Carlos.

4.4. Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros na regi@do do infravermelho foram obtidos com
Espectrofotdbmetro FTIR Nicolet modelo Protege 460. As amostras foram
feitas no estado sdlido utilizando pastiiha de brometo de potdssio (KBr) e

em filmes de nujol.

4.5. Espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel

A caracterizacdo por espectroscopia na regido UV-visivel dos
complexos foi realizada em um espectrofotdmetro UV-visivel-NIR Hitachi
modelo U-3501. Quantidades estabelecidas dos compostos foram
dissolvidas em HCI 0,1 mol L' e submetidos 4a varredura
espectrofotométrica de 800 nm a 200 nm, utilizando uma cubeta de
quartzo de 1,000 cm de caminho optico. Os maximos de absorcdo foram
determinados diretamente nos espectros obtidos e ufilizados para calcular

o coeficiente de absortividade molar (g).

4.6. Preparacdo de Solugcoes Tampoes

Foram ufilizadas as seguintes solucdes tampdes para os experimentos
eletroquimicos e fotoquimicos:
-NaCFsCOO/CFsCOOCH (0,10 mol L) pH=2,03;
-NaCH3zCOO/CH3COOH (0,10 mol L) pH=4,50;
-Na2HPO4 (8.4 x 102 mol L") e NaH2PO4 (6,7 x 102 mol L") pH=7.40. A este
tampdo foram adicionados, cloreto de sédio (0,137 mol L) e cloreto de

potassio (2,7 x 10 mol L) para uma maior proximidade com o meio



bioldgico. A forca ibnica calculada para este tampdo € de 0,14 mol L'
(MORITA, 1968).

4.7. Espectrofluorometria

As medidas de emissdo e excitacdo foram efetuadas usando um
espectrofotdbmetro de fluorescéncia Hitachi modelo F-4500, utilizando celas
de quartzo de 1,000 cm de caminho &pfico. As solucdes dos complexos
foram feitas em tampdo pH = 2,03 & temperatura cerca de 25 0C e

submetidas a varredura espectrofotometricamente de 800 nm a 200 nm.

4.8. Voltametria ciclica e de pulso diferencial

Medidas de voltametria ciclica e de pulso diferencial foram
realizadas utilizando um potenciostato/galvanostato AUTOLAB®, modelo
PGSTAT 30.

Para experimentos eletroquimicos realizados em meio aquoso
utilizou-se solucdo tampdo contendo cloreto de potdassio (KCI) 0,1 mol L
como eletrdlito de suporte. O eletrodo de trabalho foi de carbono vitreo, o
eletrodo auxiliar foi de platina e o eletrodo de referéncia foi de Ag/AgCI.

Para um processo reversivel, os potenciais e as correntes de picos
anddico e catddico (Epa, Epc, lpa, lpc), © potencial de meia onda de um
processo redox (B, ) e o potencial e a corrente de inversdo de varredura

(Esp. Isp) foram obtidos conforme a Figura 8.
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Corrente (A)

i ES" ] &

1pC | |

Potencial (V)

Figura 8. llustrac&o dos pardmetros de um voltamograma ciclico completo.

Se o sistema ndo exibir linha de base catddica definida na reducdo
(ou anddica na oxidacdo), utiliza-se o método empirico de Nicholson e
Shain (1965) que determina a razdo lpa/lpc pela Equacdo 1.

ba _ b +0.485 x so0) +0,086 (1)

I pc pc pc

4.9. Espectroeletroquimica

A cela espectroeletroquimica € composta de um recipiente de
quartzo de 0,500 mm de caminho 6ptico, com gargalo e provida de
tampa de teflon. Como eletrodo de trabalho utilizou-se uma folha de ouro
fransparente, como eletrodo auxiliar e de referéncia utilizou-se um fio de
platina e AQ/AQCI respectivamente, conforme estd representado na
Figura 9.

O sistema foi mantido em atmosfera de argdnio e acoplado a um
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potenciostato/galvanostato  AUTOLAB®, modelo PGSTAT 30, juntamente
com o espectrofotdbmetro UV-visivel-infravermelho préoximo Hitachi modelo
U-3501. Durante a eletrdlise, em potencial controlado, foram obtidos os
espectros de absorcdo em tempos selecionados, & temperatura de 25 °C.

As medidas espectroeletroquimicas foram efetuadas em tampdo
pH=2,03 e para promover forca idnica constante, utilizou-se KCI na

concentracdo 0,1 mol L1,

~

Elerodo detrdodho
Elerodo awxilia

Elelrodo cerdaéda

Figura 9. Esquema da cela espectroeletroguimica.

4.10. Cromatogrdfia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia foi realizada em um equipamento da Shimadzu,
com bomba LC-T10AD, um injetor Rheodyne modelo 7125, com amostrador
de 20 uL e detector de fotodiodo, modelo SPD-M10A. Ufilizou-se coluna
CLC-ODS (250 x 4,6 mm d.i.), constituida por particulas de 5 um as quais
estd ligada uma cadeia octadecil.

A eluicdo da fase movel foi isocratica e o fluxo foi mantido em 1,0
mL min-1. As amostras foram dissolvidas na propria fase movel e injetadas

em volumes de 25 pul.
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Para as andlises envolvendo os complexos nitrosilos foi ufilizada a
fase movel composta da mistura 70:30 do tampdo 0,1 % de dcido
frifluoroacético (TFA) e gjustado com NaOH até pH = 2,03 (70 %) e metanol
(B0 %). A andlise para o complexo de nitrito foi ufilizada a fase movel 70:30
do tfampdo fosfato 0,1 mol L' pH=7,40 (70 %) e etanol (30 %).

4.11. Experimentos Fotoquimicos

Utilizou-se como fonte de irradiacdo um sistema laser Nd:YAG da
Continuum, modelo SURELITE I-10. Para os compostos estudados utilizaram-
se pulsos do terceiro (355 nm) e do segundo (632 nm) harmdnico.

A uma dist@ncia de 10 cm da fenda do laser foi posicionado um
suporte para celas termostatizveis com agitacdo magnética (Hellmam
CUV-O-Stin. A intensidade de luz foi determinada antes e apds o conjunto
de pulsos através de um “Power Meter” (Field Master da C oherent)
utilizando-se uma cabeca de deteccdo LM-30V, posicionada a 5 cm a
partir do suporte para celas.

Para os estudos fotoquimicos, as solucdes tampdes possuiam

concentracdo 0,1 mol LT de NaBF4 para manter a for¢a idnica constante.

4.11.1. Medida da intensidade de luz incidente (Is)

A intensidade de luz incidente € calculada pelo nimero de fétons
emitidos pela fonte de luz por segundo e foi medida pelo "Power Meter”
durante os experimentos. Contudo, quando foi necessdria a aquisicdo de
dados mais precisos, para o cdlculo de rendimento qudntico, esta foi
defterminada por actinometria. A determinacdo da infensidade da luz
incidente foi realizada com os actindmetros ferrioxalato de potdssio e sal
de Reinecke, para comprimentos de onda de irradiacdo de 355nm e
532nm, respectivamente. As actinometrias foram realizadas antes e apds

cada experimento de fotdlise.
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4.11.2. Actinometria com ferrioxalato de potdssio (RABEK, 1982)

Foram preparadas as seguintes solucoes:
- solucdo A: ferrioxalato de potdssio {Ks(Fe(C204)3) - 3H20} 6 x 103 mol L
preparada pela diluicdo de 0,147 g do sal em 5 mL de 4cido
sulfarico 1 mol L' e diluido a um volume final de 50 mL.
- solucdo B: preparada pela mistura de 60 mL de acetato de sédio 1 mol L-!
e 36 mL de Gacido sulfdrico 1 mol L1 e diluido a um volume final de
100 mL (pH = 1,0).
- solucdo C: 1, 10-fenantrolina 0,10 %.

Para realizar a acfinometria, somente luz vermelha foi mantida
acesa. Foram fransferidos, respectivamente, 30 mL (Vi) e 20 mL da
solucdo A para uma cubeta de fluorescéncia e para um baldo
volumétrico de 5,0 mL (solucdo controle).

A solucdo na cubeta foi iradiada durante um determinado fempo
@, em 355 nm (10 Hz, 15 mJ pulso!). Desta solucdo irradiada foram
fransferidos 2 mL (V2) para um baldo volumétrico de 5 mL (V3). A este
baldo, assim como ao baldo da solucdo controle, foram adicionados 1 mL
da solucdo B e 04 mL da solucdo C. Os volumes dos baldes foram
completados com dgua. As solucdes foram agitadas e deixadas no
escuro por 1 hora.

Mediu-se a absorbdncia da solu¢cdo controle no comprimento de
onda de irradiacdo (355 nm) e em 510 nm. A absorbdncia da solucdo
irradiada foi medida em 510 nm.

Esse procedimento foi repetido para quatro diferentes tempos de
iradiagdo (1): 5s, 10s, 15s e 20s.

- Cdlculo de Is utilizando ferrioxalato de potdssio

O ferrioxalato de potdssio quando irradiado, principalmente na faixa
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de 253 nm a 577 nm, reage as conforme as seguintes equacdes (SIMA &
MAKANOVA, 1997; DEMAS & BOWMAN, 1981, RABEK, 1982):

hv k
(Fe(C204)3)3—> | (C204)2Fe-OCO-COO |3 — (Fel(C204)2)2 + (C204) ()

(Fe'I(C204)3)% + (C20a) — |Fel(C204)(C204)2|2 + (C200?% 3)

| Fell(C204)(C20a)2| 2 — (Fe(C200)2)2 + 2CO; )

O produto (Fe''(C204)2)2 ndo absorve luz e os ions Fe(l) formam um
complexo vermelho com a 1,10-fenantrolina. Essa formacdo pode ser
acompanhada por espectrofotometria na regido do UV-visivel, pois esse
complexo tem coeficiente de absortividade molar () de 1,11 x 104 mol-! L
cm em 510 nm. Dessa forma, a intensidade de luz incidente é calculada
pela Equacdo 5.

n
g xt= Le 5
T geox(1-10) ©

dre = rendimento qudntico de formacdo de Fe(ll) (1,22 em 355 nm);

t = tempos de irradiacdo (5s, 10s, 15s e 20s);

abs = absorbdncia da solucdo controle no comprimento de onda de
excitacdo (355 nm).

Nre = NUMero de ions Fe(ll) formado na solucdo actindmetro.
O ndmero de ions Fe(ll) formado na solucdo actindmetro é

determinado pela Equacdo 6.

_ 6,02x10% x abs (510nm) x V, x V,
ex V, x|

©)

Fe
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abs (610 nm) = absorbdncia em 510 nm da solucdo irradiada;

V1 = volume da solucdo A irradiada (3 mL);

V> = volume da aliquota tomada para andlise (2 mL);

V3 = volume final para o qual a aliquota foi diluida (6 mL);

| = comprimento da cela espectrofotométrica (1,000 cm);

e =valor do coeficiente de absortividade molar do complexo de Fe(ll) com

1,10-fenantrolina em 510 nm (1,11 x 104 mol-' L cm-1).

Os valores de (Is x 1) calculados foram colocados em um grafico em
funcdo do tempo de irradiacdo t (&s, 10s, 15s e 20s). A inclinacdo da reta
obtida foi o valor de |s utilizado para calcular os rendimentos qudnticos.
Esse procedimento faz com que a influéncia da variagdo de energia da

rede elétrica do laboratdrio seja minimizada.

4.11.3. Actinometria com sal de Reinecke (PAVANIN, 1988; RABEK, 1982)

O sal de Reinecke €é comprado na forma amoniacal
(NH2)Cr(NH3)2(NCS)4 H2O. Para obter a forma de potdssio, dissolveu-se o sal
em dAgua destilada a 36 °C sob agitacdo constante. Essa solucdo foi
filtrada a quente e, ao filtrado, adicionou-se nitrato de potdssio (KNOz). A
solucdo foi resfriada em banho de gelo por 10 min, aproximadamente. O
precipitado formado foi coletado por filtracdo e lavado com varias
porcoes de Agua gelada e etanol. O sdlido foi seco sob vdcuo. Esse
procedimento foi realizado sob luz vermelha.

Prepararam-se as seguintes solugcoes:

- solucdo A: sal de Reinecke {KCr(NHz)2(NCS)4} 5,0 x 104 mol L1, preparada
pela dissolucdo de 0,055 g do sal em 25 mL de dgua destilada.
Essa solu¢cdo ficou protegida da luz e sob agitacdo por 1 hora.

- solu¢do B: nitrato férrico {Fe(NO3)s 9H2O} 0,1 mol L1, preparada pela

dissolu¢cdo de 10 g do sal em 7,55 mL de Acido percldrico 70% e
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diluido com agua destilada até um volume de 250 mL.

Para readlizar a actinometria, somente luz vermelha foi mantida
acesa. Foram transferidos 3 mL (V1) de solucdo A para uma cubeta de
fluorescéncia e 2 mL para um baldo volumétrico de 25 mL (solucdo
controle).

A solu¢cdo na cubeta foi iradiada durante um determinado fempo
@, em 532 nm (10 Hz, 15 mJ pulso!). Desta solucdo irradiada foram
fransferidos 2 mL (V2) para um baldo volumétrico de 250 mL (V3). O
volume do baldo, assim como o volume do baldo da solugcdo controle, foi
completado com a solucdo B. As solucdes foram agitadas e deixadas no
escuro por 1 hora.

Mediu-se a absorbdncia da solu¢do contfrole no comprimento de
onda de irradiagcdo (630 nm) e em 450 nm. A absorbdncia da solu¢cdo
irradiada foi medida em 450 nm.

Este procedimento foi repetido para quatro diferentes tempos de
iradiagdo (1): 5s, 10s, 15s e 20s.

- Cdlculo de Is utilizando sal de Reinecke

O sal K(Cr(NHz)2(NCS)s) quando irradiado, principalmente no

intervalo de 316 nm a 750 nm, ocorrem as seguintes reacoes:

| CrIl(NH3)2(NCS)a |- = | CHI(NHs)2(NCS)3(H20) |- + NCS (7)

A formacdo da espécie (Fel(NCS)(H20)s)2+ ocorre devido &
coordenacdo do ion NCS ao Fe(ll) e pode ser acompanhada por
espectrofotometria na regido do UV-visivel, pois esse complexo tem um
coeficiente de absortividade molar (e) de 4,21 x 103 mol!' L cmT em 450

nm. Dessa forma, o termo (s x 1) € calculado pela Equacdo 8.
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n
I xt= Nes- 8
T e x(1-107) ©

dnes- = rendimento qudntico de formagdo de NCS- (0,28 em 532 nm);

t = tempos de irradiacdo (5s, 10s, 15s e 20s);

abs = absorbdncia da solucdo controle no comprimento de onda de
excitacdo (632 nm).

Nncs- = ndmero de ions NCS- formado na solucdo actinbmetro.
O ndmero de ions NCS formados na solucdo actindmetro é

determinado pela Equacdo 9.

_ 6,02x10%° x abs (450nm)x V, x V,
exV, x|

@

r]Fe

abs (450 nm) = absorbdncia em 450 nm da solucdo irradiada;
V1 = volume da solucdo A irradiada (3 mL);
V2 = volume da aliquota tomada para andlise (2 mL);
V3 = volume final para o qual a aliquota foi diluida (25 mL);
| = comprimento da cela espectrofotométrica (1,000 cm);
e=valor do coeficiente de absortividode molar do complexo
| Fe(NCS)(H20)s | 2+ em 450 nm (4,21 x 103 mol-' L cm-1).
Os valores de (Is x 1) calculados foram colocados em um grafico em
funcdo do tempo de irradiacdo t (&s, 10s, 15s e 20s). A inclinacdo da reta

obtida foi o valor de |5 utilizado para calcular os rendimentos qudnticos.

4.12. Determinacdo amperométrica do NO liberado

A liberacdo fotoinduzida de NO gasoso foi detectada diretamente
por um sensor amperomeétrico ISO-NOP, desenvolvido pela World Precision

Infruments (NOmeter). Este sensor € formado por um eletrodo envolto por
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uma membrana semipermedvel, tem sensibilidade na faixa de 1 nmol LT a
20 umol L1, com tempo de resposta relativamente curto, compativel com
0 sisfema pulsado de irradia¢cdo proposto.

O sinal do NOmeter foi obtido em um sistemna de deteccdo CR-7 da
Shimadsu e transferido para um microcomputador pelo programa DUO.18

v 1.1. Esse sensor foi calibrado segundo o item 4.12.1.

4.12.1. Calibragcdo do NOmeter

A cadlibracdo do NOmeter foi realizada através de uma solucdo
aquosa padrdo de NO gasoso (KUDO et al, 1997). Em uma quantidade de
10 mL de tampdo borbulhou-se argdnio por 30 min a fim de remover todo
o oxigénio presente no meio. O gas NO foi gerado por uma solucdo de
Acido nitrico 50%, na qual mergulharam-se pedacos de cobre metdlico
(Cu% (Equacdo 10). Antes de borbulhar a solucdo padrdo, o gds passou
por uma solucdo de KOH, para remover possiveis tracos de NO2 presentes

na mistura gasosa. Esse aparato foi construido em uma capela (Figura 10).

3CuUes) + 8H*(aq) + 8NO3s(ag)— 2NO(g) + 3CU?*(qq) + 6NO37(ag) + 4H20¢) (10)



------------------------------------------------------------------------------------------------------ Apéndice

Linha de
argonio

HNO3 50%
+ Cul -

Figura 10. Aparato montado em capela para geracdo de dxido nitrico gasoso.

O &xido nitrico gasoso foi borbulhado por 1 hora. Tempo suficiente
para saturar a solucdo aquosa. A concentracdo da solugcdo aquosa de
NO foi determinada por titulometria conforme Mori e Bertotti (2000) para o
qual encontrou-se um valor 2,1 x 103 mol L1, Assim, a partir dessa solucdo
padrdo de concentracdo conhecida de NO gasoso, cdalibrou-se o
aparelho. Acoplou-se o NOmeter em 10 mL de tampdo, apds borbulhar
argénio por 30 min aqjustou-se o aparelho no zero. Este tampdo deve
apresentar o mesmo pH do tampdo que serd utilizado para dissolver o
composto no momento da fotdlise. A seguir gerou-se uma concentracdo
conhecida de NO na solucdo pela adicdo de um volume especifico da
solucdo padrdo de NO. Apds alguns segundos, quando o valor da
corrente de NO na solu¢cdo permaneceu constante, adicionou-se uma
nova quantidade da mesma solucdo padrdo. O aumento observado de

corrente mostrou-se proporcional a concentracdo de NO.
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Com relacdo a utilizacdo do NOmeter, alguns cuidados devem ser
considerados, pois a membrana do eletrodo tem um certo tempo de vida
e deve ser tfrocada periodicamente. Para cada membrana é necessdaria
uma nova cdalibracdo. E importante que a calibracdo seja feita no mesmo
pH em que serd readlizado o experimento de fotdlise. A resposta
amperométrica do elefrodo depende da concenfracdo hidrogenidnica
do meio. Redlizou-se um experimento em que um volume conhecido de
solucdo aquosa saturada com NO gasoso foi adicionado a 10 mL de
tampdo e registrou-se a corrente obtida pelo NOmeter. A Figura 11 mostra
a resposta do elefrodo em trés diferentes tampdes com concentracdes
iguais de NO. Esta variacdo estd intrinsicamente relacionada com @

membrana seletiva.
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Figura 11. Resposta amperométrica do NOmeter para tampdes com mesma
concentracdo de NO, porém diferentes pHs. a) pH =2,03, b) pH =450 e ¢) pH = 7.40.

4.13. Irradiacdo dos complexos

Foram realizados dois tipos diferentes de experimentos de fotdlise:
um com acompanhamento da variacdo espectroscdpica na regido UV-
visivel e outro com registro amperométrico in situ da liberacdo de NO
gasoso (NOmeter). Para os dois tipos, 0s experimentos foram realizados em
friplicata.

A fotdlise com acompanhamento da variacdo do espectro na
regido do UV-visivel foi realizada segundo o protocolo:

Apagou-se a luz do laboratério e somente luz vermelha foi mantida
acesa. Prepararam-se as amostras dos complexos em solucdo tampdo,

com concentracdes proximas a 1 x 104 mol L. Foi realizado um espectro
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UV-visivel inicial, antes da irradiagdo. A seguir a amostra foi iradiada
durante um certo tempo e foi realizado um novo espectro na regido do
UV-visivel. Esse procedimento foi repetfido até que ndo mais houvesse
variagdo no espectro da amostra.

A fotdlise com acompanhamento in situ da liberacdo de NO gasoso
foi realizada pelo acoplamento do NOmeter na cubeta a ser irradiada. A

amostra foi preparada da maneira descrita anteriormente.

4.14. Cdiculo do rendimento qudntico (¢no)

Para cada pico do cronoamperograma foi calculado um valor de
concentracdo de NO liberado. Com o valor da intensidade da luz
incidente (Is) calculada por actinometria, calculou-se pela Equacdo 11 o
rendimento qudntico o para cada irradiacdo. Esses valores foram
plotados em um grdfico em funcdo do tempo. O valor extrapolado para
tfempo zero por regressdo linear foi admitido como sendo o do rendimento
qudntico de liberacdo de NO (¢no). Isso foi feito com o intuito de minimizar
o efeito de fotdlises secunddrias. Ou seja, a partir de um certo tempo de
iradiacdo pode ocorrer fotodegradacdo dos produtos, € o rendimento
qudntico calculado passa a ndo corresponder d reacdo de interesse.

_ Ny
b xtx(1-107)

an

NnL = ndmero de moles de NO liberados pela reacdo fotoquimica;

ls = intensidade da luz incidente;

T =tempo de fotdlise (s);

1 - 109bs = quantidade de luz absorvida pela amostra, onde abs € o valor

da absorbdncia da amostra no comprimento de onda de irradiagcdo.
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4.15. Estudo dos estados excitados tripletes

Foram feitos determinacdes dos espectros de absorcdo e dos
decaimenfos de tempo de vida do transiente dos complexos
(Ruterpy)(LNO)™ (L=bpy e bdcat-COOH) em solucdo tampdo pH =203 e
temperatura ambiente (T = 25 0C).

Nos estudos para a obtencdo do espectro de absorcdo e dos
decaimentos dos transientes dos complexos (Ru(terpy)(L)NO+), os estados
excitados ftriplete foram gerados por fotdlise por pulso de laser. Os
experimentos foram realizados ufilizando-se como fonte de excitacdo o
terceiro harmonico (355 nm) do laser Nd-YAG. As solugcdes dos complexos
foram preparadas em tampdes pH = 2,03 na concentracdo necessaria
para que a absorbdncia da solu¢cdo em 355 nm fosse da ordem de 0,3 .

Os espectros de absorcdo dos transientes para os complexos foram
registrados, ponto a ponto, em intervalos de 10 nm na faixa de 250 a 700
nm, sendo que uma média de trés (03) disparos do laser foi registrado para
a excitacdo da amostra em cada comprimento de onda. O espectro de
absorcdo do tfransiente obtido pela fotdlise por pulso de laser ndo fornece
um valor absoluto para a absorbéncia: obtém-se a diferenca da absor¢cdo
enfre o precursor e o fransiente formado. Assim, 0 espectro de absor¢cdo
do transiente € dependente da concentracdo do precursor na regido
onde este absorve e um valor negativo para a absorbdncia corresponde &
formacdo de um intermedidrio com uma absorvitividade menor do que a
do precursor, ou seja, o desaparecimento do produto de partida.

Nas experiéncias cinéticas ufilizadas para determinar o fempo de
vida dos transientes formados, os comprimentos de onda adequados para
a observacdo das espécies de inferesse foram selecionados. Os
comprimentos de onda utilizados para a monitoramento da absor¢cdo
foram 430 e 550 nm para o complexo (Ru(bpy)terpy)NO)3+ e 470 e 560 nm
para o complexo (Ru(bdqgi-COOH)(erpy)NO)3+. Estes Awvax referem-se aos
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comprimentos de ondas de mdaxima absorcdo no estado excitado para os
complexos estudados. A janela de tempo utilizada nestes experimentos foi
de 2 us. Como resposta do sistema de laser computadorizado, obteve-se
um grafico da variacdo da densidade optica em funcdo do tempo, bem

como a curva tedrica que melhor simulava o decaimento observado.

4.16. Sintese dos compostos de ruténio

A rota sintética dos compostos nitrosilos de ruténio do fipo
(Rutterpy)(DNOH(PFe)n em que L €& um derivado piridinico, estd

representada no Esquema 11.

[RuCl;l.nH,0 — > [RuCLNO] — > [RuCly(terpy)(NO)ICI

metanol metanol

metanol No(g) 2,2":6',2"-terpiridina
2,2":6',2"-terpiridin; refluxo Sh
refluxo 3h
[RuClj(terpy)]
75%etanol:25%H,0; 75%etanol:25%H,0;
2,2 -bipiridina 4cido 3,4 diaminobenzéico . .
LiCl; 0,1 mL EN LiCI; 0,1 mL Et;N ;S%Btanil-léfﬁHzO,
refluxo 4h refluxo 4h -mercaptopiridina
+ LiCl; 0,1 mL EtzN
[RuCl(bpy)(terpy)] , + Mo dn
[RuCl(bdqi-COOH)(terpy)] refluxo 4h
Hz(?’ .Nz;IZIOZ', coluna silica gel eluido v
argdnio 15 min tanol .
refluxo 2h com metano [RuCl(terpy)(py-SH),]
HPF
+ H,0; NaNO,;
[Ru(bpy)(terpy)(NO")1(PFe)3 argdnio 15 min
refluxo 2h
H,0; NaNO,; H,0; NaNOy; HPF,
argdnio 15 min argonto 15 min +
refluxo 2h microondas 2 min [Ru(terpy)(py-SH)>,(NO")1(PF¢)3
6
HPF, Y

[Ru(bdqi-COOH)(terpy)(NO*)](PF¢)3

Y
[Ru(bdcat-COOH)(terpy)(NO*)](PF¢)3

Esquema 11. Rota sintética para os complexos (Ru(terpy)(L)NO+)(PFe)n.

Apsds obtencdo dos complexos, foram feitos estudos de andlise
elementar para carbono, nitrogénio e hidrogénio. Os resultados foram
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bastante satisfatérios e foi possivel inferir que a férmula proposta é
coerente com a descricdo molecular obtida para os complexos

abordados nesse trabalho.

4.16.1. (Ru Cls(terpy)) (SULLIVAN et al., 1980)

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 0,326 g de cloreto de ruténio
(RuClz. nH0) (1,57 mmol) e 0,291 g do ligante terpiridina (1,25 mmol)
dissolvido em metanol. Apds 3 horas de refluxo (T = 65 0C), a solucdo
permaneceu por 1 hora d temperatura ambiente. Obteve-se o precipitado
por filtfracdo, o qual foi lavado com 5 mL de éter efilico e seco a vacuo.
Rendimento 74,3%.

4.16.2. (RuCl(bpy)(terpy))Cl (TAKEUCHI et al., 1984)

Em um baldo de 50 mL contendo 75 % de etanol e 25 % dgua
(40mL), adicionou-se 0,200 g de (RuCls(terpy)) (0,54 mmol), 0,071 g de 2,2’-
bipiridina (bpy) (0,54 mmol) e 0,020 g de cloreto de litio (LICI) e 0,1 mL de
frietilanoamina (EtsN). Acoplou-se um condensador ao baldo que foi
submetido a aquecimento por banho de glicerina. A solu¢cdo afingiu o
refluxo a uma temperatura de 80 °C e permitiu-se a reacdo por um tempo
de 4 horas. Ao término do tempo de reacdo, desligou-se 0 aguecimento e
a solucdo foi rotoevaporada até cerca de 10 mL de solucdo e
permaneceu sob refrigeracdo durante 24 horas. Posteriormente a solu¢cdo
foi filtrada e o precipitado foi lavado com 5 mL de acetona e 5 mL de éter

efilico. Rendimento 57,0%.

4.16.3. (Ru(bpy)(terpy)NO)(PFs)s (MURPHY et al., 1986)

Suspendeu-se em 30 mL de dgua uma massa de 0,087 g do

complexo (RuCl(bpy)terpy))Cl (0,15 mmol) e borbulhou-se argdnio durante
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15 minutos. Em seguida adicionou-se 0,040 g de NaNO- (0,58 mmol). Este
sistema permaneceu em refluxo durante 2 hora e em seguida adicionou-se
1 mL de HPFs, levando-se posteriormente a refrigeracdo por 48 horas. A
solucdo foi filfrada e o precipitado lavado com 10 mL de éter efilico.
Rendimento 86.4%. Infravermelho: vINO)acetonitrila literatura = 1952 cm-! (PIPES
& MEYER, 1984); vINO)acetonitiia experimental = 1945 cm-!. E12 (NO*/NOO9) meio
aquoso literatura = + 0,40 V vs Ag/AgCIl (MURPHY et al., 1986) e experimental =
+ 0,50V vs Ag/AgCl.

4.16.4. (RuCl(bdqi-COOH)(terpy))CI

Em um baldo de 50 mL contendo 75 % de etanol e 25 % dgua
(40mL), adicionou-se 0,178 g de (RuCls(terpy)) (0,40 mmol), 0,017 g de
Acido 3.4-diaminabenzdico (bdgi-COOH) (0,40 mmol) e 20 mg de cloreto
de litio (LCIH e 0,1 mL de triefilanoamina (EtsN). Acoplou-se um
condensador ao baldo que foi submetido a aguecimento por banho de
glicerina. A solucdo atingiu o refluxo a uma temperatura de 80 °C, a qual
permaneceu por um tempo de 4 horas. Ao término do tempo de reacdo,
desligou-se o aquecimento e a solu¢cdo foi rotoevaporada até cerca de
10 mL. Posteriormente adicionou-se 100 mL acetona e deixou-se sob
refrigeracdo durante 24 horas. O precipitado obtido foi filtfrado e o sdlido

lavado com 10 mL de éter etilico. Rendimento 84,0%

4.16.5. Purificacdo do (RuCl(bdqi-COOH)(terpy))CI

O complexo (RuCl(bdagi-COOH)(terpy))CI foi purificado em coluna
de silica gel 60 (70-230 mesh) e eluido com metanol. A solucdo vermelha
eluida foi rotoevaporada até secura e o precipitado seco a vdAcuo.

Rendimento 19,6%.
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4.16.6. (Ru(terpy)(bdqi-COOH)NO)(PFs)s

Suspendeu-se em 30 mL de dgua uma massa de 0,038 g do
complexo (RuCl(bdaqi-COOH)(terpy))CI (0,053 mmol), borbulhou-se argdnio
durante 15 minutos e adicionou-se 0,018 g de NaNO2 (0,27 mmol). Este
sistema permaneceu em refluxo durante 2 hora e em seguida adicionou-se
1 mL de HPFs e refrigeracdo por 48 horas. O precipitado obtido foi filtrado e
o sdlido lavado com 10 mL de éter efilico. Rendimento 87,8%. Andlise
Elementar: Tedrico: C: 27,82%; N: 8,85% e H: 1,79%. Experimental: C: 27,90%;
N: 8,99% e H: 1,99%.

4.16.7. (Ru(terpy)(bdcat-COOH)NO)(PFs)3

Dissolveu-se 0,023 g do precursor (Ru Cl(bdqgi-COOH)(erpy))CI (0,032
mmol) em 50 mL de dgua. A solucdo foi desaerada por 15 minutos sob
argénio e em seguida adicionou-se 0,012 g de NaNO2 (0,17 mmol). A
mistura foi levada ao microondas com poténcia 30 watts em
aguecimentos de 20 segundos até completar 2 minutos de reacdo. Na
solucdo ainda quente foram adicionados 2 mL de HPFs, em seguida a
solucdo permaneceu sob refrigercdo por 24 h. O precipitado obtido foi
filtrado e o sdlido lavado com 10 mL de éter efilico. Rendimento 75,0 %
Andlise Elementar: Tedrico: C: 27,76%; N: 8,83% e H: 2,00%. Experimental: C:
27,51%; N: 8,82% e H: 2,00%.

4.16.8. (RuCl(terpy)(2-pySH)2)PFs

Dissolveram-se 0,100 g do ligante 2-mercaptopyridina (2-pySH) (0.9
mmol) em 40 mL de uma mistura dgua 25 % mais etanol 75 %. A esta
solucdo foi adicionado 0,02 g de LICl e 0,1 mL de trietlenoamina (EtaN).
Apds 5 minutos de agitacdo, foi adicionada a mistura 0200 g de

(RuCls(terpy)) (0.45 mmol). A solucdo permaneceu em refluxo por 4 horas.
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Ao término do tempo de refluxo, a solucdo foi filfrada a quente e ao
filtrado adicionado cerca de 1 g de NH4PFs. Apds 24 h de refrigeracdo foi
obtido por filtracdo um precipitado vermelho-amarronzado. Rendimento
78.0 %.

4.16.9. (Ru(terpy)(pySH)2NO)(PFs)3

Dissolveu-se 0,150 g do complexo (RuCl(terpy)(@-pySH)2)PFs (0.2 mmol)
em 80 mL de uma mistura agua/etanol 50 %. A solucdo foi desaerada em
atmosfera de argdnio por 15 minutos. Em seguida, foi adicionada a
solu¢cdo 0,07 g de NaNO2 (1 mmol). A solucdo permaneceu em refluxo por
2 horas. Ao término do tempo de refluxo, a solucdo foi filtfrada a quente e
ao filtfrado adicionado cerca de 1 mL de HPFs. Apds 24 h de refrigeracdo
foi obtido por filtfracdo um precipitado marrom. Rendimento 36,0 %. Andlise
Elementar: Tedrico: C: 29,38%; N: 8,22% e H: 2,06%. Experimental: C: 29,08%;
N: 8,41% e H: 2,00%.

4.16.10. (RuCIsNO)

O complexo (RuCIsNQO) foi sintetizado conforme Batista et al., (1997)
com algumas modificacgodes.

Emm um baldo volumétrico de 25 mL solubilizou-se 0,604 g de
RUCl3.NH20 (1,91 mmol) em 100 mL de metanol. A solucdo foi desaerada
com argdnio por 30 minutos, em seguida a esta solucdo foi borbulhado
NO (g) (conforme item 4.12) por durante 30 minutos. Este procedimento foi
repetido 7 vezes. A solu¢cdo vermelha resultante foi rotoevaporada até

secura e armazenada & vacuo. Rendimento 87,9%.
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4.16.11. (RuClx(terpy)NO)CI

Dissolveu-se 0,306 g do complexo (RUCIsNO) (1,29 mmol) em 50 mL
de metanol, em seguida adicionou-se 0,113 g do ligante terpiridina (0,48
mmol). A solu¢do permaneceu em refluxo (T = 65 9C) por 5 horas. Ao
término do refluxo a solucdo foi deixada a temperatura ambiente, na qual
se iniciou precipitacdo do complexo. Rendimento 42,6%. Infravermelho:
v(INO)kar literatura = 1895 cm-1 (HIRANO et al. 2001); v(NO)xer experimenta =
1891 cm1. E12 (NO*/NQODO) geetonitila literatura = - 0,12 V vs AQ/AgCI (HIRANO et
al. 2001) e experimental =-0,18 V vs Ag/AgCl.

4.16.12. Sintese do complexo fotossensibilizador (RuU(NH3)s(pz))(PFs)2

Dissolveu-se, sob brando aquecimento (T = 30 °C), 0,200 g do
precursor (RUCI(NH3)s)Cl (ALLEN & SENOFF, 1967), em 20 mL de dgua
previomente desaerada com argdnio. Em seguida procedeu-se a reducdo
do centro metdlico a Ru(l) com amalgama de zinco durante 10 minutos.
Apbs este tempo adicionou-se 0,600 g do ligante pirazina (pz) (antes da
adicdo do ligante verificou-se o pH da solu¢cdo encontra-se proximo de
3.0) e a solucdo permaneceu em temperatura ambiente e sob agitacdo
durante 2 horas. Em seguida adicionou-se 0,500 g de NH4PF¢ e refrigeracdo
por 24 horas. Rendimento 86,0%. O complexo foi caracterizado por
espectro na regido do UV-visivel (A = 472 nm e loge = 4,03) que estd de

acordo com o0s dados descritos por Tfouni € Ford (1980).

4.17. Ensaios Farrmacotécnicos

Os ensaios farmacotécnicos e farmacoldgicos foram conduzidos,
respectivamente, sob a co-orienfacdo da Profa. Dra. Renata Fonseca
Vianna Lopez da FCFRP-USP.
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4.17.1. Preparacdo de microemulsdo

A microemulsdo agua/dleo (A/O) foi preparada de acordo com Wu
(2001), Gelfuso e Lopez (2003). A microemulsdo & formada por 32,50% de
uma mistura 1:1 de sorbitan monoleato (Span 80) e de polioxietiieno 20
sorbitan monoleato (Tween 80), 0,81% tampdo fosfato isoténico pH = 7,40,
64,25 % dleo de oliva, 0,81% propilenoglicol. Quantidades apropriadas de
fase oleosa (Tween 80, Span 80 e dleo de oliva) e de fase aquosa (ftampdo
fosfato pH = 7,40 e propilenoglicol) foram pesadas (w/w) e aquecidas a 60
°C separadamente até se tornarem homogéneas. A fase aquosa foi
vertida na fase oleosa e a mistura foi agitada vigorosamente for 24 horas a
temperatura ambiente (T = 30°C).

A incorporacdo do nitro complexo (RUNO2)(bpy)terpy))* foi feita
pela sua dissolucdo na fase aquosa, antes de verte-la na fase oleosa.

A microemulsdo ndo incorporada e a incorporada com o nitro
complexo de ruténio foram estocadas a temperatura ambiente e suas
estabilidades avaliadas visualmente durante uma semana. A andlise visual
consiste na observacdo de mudancas fisicas, como separacdo de fases,

floculagcdo e precipitacdo.

4.17.2. Estudo de liberacdo

O estudo de liberacdo foi realizado in vitro utilizando células de
difusédo ftipo Franz (Figura 17) e uma membrana sintética hidrofilica de
acetato de celulose. A membrana divide a célula em duas partes. Na
parte superior fica a solucdo doadora e na parte inferior a solu¢cdo
receptora. A solugcdo doadora (= 1,0 Q). colocada sobre a membrana, €
composta pela microemulsdo incorporada com o complexo, conforme foi
descrito no item 4.17. Os experimentos foram conduzidos a 37 °C e a
solucdo receptora foi constantemente agitada a 300 rom com agitadores

magnéticos. Amostras da solucdo receptora (1,5 mL) foram coletadas
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automaticamente e continuamente por 12 h em intervalos de 1 hora. O
fluxo foi dado por uma bomba peristaltica (1 rpm) que envia solucdo
tampdo para dentro do compartimento receptor e conseguentemente
retira 0 mesmo volume para os tubos coletores. As amostras coletadas

foram analisadas por espectroscopia na regido do UV-visivel.

Compartimento doador
(microemuls@o)

Membrana entre o
compartimento doador e

Compartimento receptor

‘ . (tampdo)
e :__l
v

Entrada e saida para  Enfrada e saida para
banho térmico o tampdo

Figura 12. Célula de difusdo tipo Franz utilizada nos estudos de liberacdo dos complexos
de ruténio in vitro.

4.18. Preparacdo dos Filmes Sol Gel e Silicone

As preparacdes dos filmes foram conduzidas sob a co-orientagcdo da
Profa. Dra. Nadia José¢ Mamede e da Profa. Dra. Zénis Novais da Rocha da
UFBa.

Os filmes sol-gel foram preparados conforme Maruszewski (2001): em
um béquer de pldstico de 10 mL foi adicionado 3.8 mL de tetraetoxilano
(TEOS), 4.8 mL de H2O deionizada e 1T mL de etanol. A seguir, 0 complexo
nitrosil de ruténio € dissolvido no hidrolizado (0,001 g/ 9.6 mL de
hidrolizado) e adicionado 6 gotas de HCI concentrado. O hidrolizado

permaneceu sob agitacdo por 1 hora no escuro. Apds este tempo, o

70



------------------------------------------------------------------------------------------------------ Apéndice

hidrolizado foi vertido em uma forma de teflon e o processo de secagem
ocorreu se deu a temperatura ambiente (T = 35 0C) e no escuro por 24 h.

O:s filmes de silicone foram preparados em um béquer de pldstico de
10 mL, onde foi adicionado a mistura de 80:20% (w/w) de
polidimetilsioxano (PDMS): tetraetoxilano (TEOS). A seguir, o complexo
nitrosilo de ruténio foi dissolvido em 0,5 mL em acetonitrila e adicionado &
mistura (=0,001 g), mais 2,5 de isopropanol e 5 gotas do catalisador o
complexo di-n-butilestanho-dilaurato 5% em hexano. O hidrolizado
permaneceu sob agitacdo por 5 minutos no escuro. Apds este tempo, o
hidrolizado foi vertido em uma forma de teflon e o processo de secagem

se deu a temperatura ambiente (T = 35 0C) e no escuro por 24 h.

4.18.1. Medidas de Difracdo de Raio-x

As medidas de raio-x foram feitas no Departamento de Quimica da
UFBa., utilizando-se um coletor de Siemens modelo D5005 e um difratébmetro
Shimadzu modelo XDR-6000 (irradiagcdo Cu Ky).

4.18.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As medidas de microscopia eletrénica foram feitas no Departamento
de Quimica da UFBa, utilizando um microscépio eletrbnico Shimadzu
modelo SSS-55 (tensdo de 15Kv).

4.18.3. Espectros Eletronicos no Estado Sélido

Espectros eletrbnicos dos fimes no estado sdlido foram feito no
espectrofotdbmetro  de  transmissdo, reflecgdo, fotoacustica e
fotocondutividade desenvolvido pelo Prof. Dr. luri Muniz Pepe e construido

no Laboratério de Propriedades Opticas no Instituto de Fisica da UFBa.
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4.19. Liberagcdo de NO a partir dos sistemas de liberac¢do in vitro

A liberacdo de NO a partir dos complexos de ruténio incorporados
nos sisfemas de liberacdo, microemulsdo e matrizes sol-gel e silicone, foi
medida pelo NOmeter acoplado a um sistema & vdacuo (Figura 13). A
microemulséo (ou a matriz sélida) foi colocada na cubeta "A”. Esta cubeta
foi fechada e conectada por um capilar pldstico ao recipiente "B” onde
se fez vacuo. No recipiente "B” foi adicionado 5 mL de solu¢cdo tampdo
fosfato pH=7.40, previomente desaerado. A amostra dentro da cubeta "A”
foi irradiada no comprimento de onda desejado e o NO liberado a partir
da formulacdo passou através do capilar e borbulhou na solucdo tampdo

no recipiente "B”, sendo entdo detectado pelo NOmeter.,

NOmete
“A”
Viacuo
[ |
u
“B” Cubeta com
microemulsao

Figura 13. Esquema de deteccdo & vacuo de NO.

4.20. Andlise Indireta de ions Cloreto por Espectrometria de Absorcdo
Atdémica

A quantidoade de ions cloreto da solucdo do complexo
(RuCla(terpy)NQO)+, apds fotdlise em 355 nm, foi determinada indiretamente
com base na quantificacdo de ions prata por espectrometria de

absor¢cdo atémica.
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Inicialmente fez-se a fotdlise de uma solucdo aquosa contendo o
complexo (RuClx(terpy)NO)+. Esta solucdo foi eluida em uma coluna
catiénica (DOWEX 50 WX-400 mesh) com dagua, para se eluir qualquer
fragmento anidnico existente nesta solucdo. Apds eluicdo, ao eluido foi
adicionado 20 mL de uma solucdo de AgNOs3 1 x 102 mol L. Em seguida
foi preparada solucdo padréo para ions com a mesma concentracdo de
nitrato de prata da solucdo adicinado ao eluido.

A curva padrdo foi feita em intervalos de concentrac@o para os ions
prata entre 1,0; 2,0; 4,0; 50 e 10,0 ppm.

Posteriormente procedeu-se andlise diferencial de prata por

espectroscopia de absorcdo atdmica.

4.21. Ensaios Farmacolégicos

Os ensaios farmacoldgicos foram conduzidos sob a co-orientacdo
da Profa. Dra. Lusiane M. Bendhack da FCFRP-USP.

Como modelo experimental utilizou-se aorta tordcica isolada de
ratos preparada para registro da tensdo isométrica. Os ratos foram
sacrificados por decapitacdo, a aorta tordcica foi isolada, dissecada de
tecidos conjuntivos e gordura. Anéis de 4 mm de comprimento foram
retrados de sua parte distal. O endotélio vascular foi removido
mecanicamente e a efetividade da remocdo foi demonstrada pela
auséncia de relaxamento na presenca de acetilcolina (1,0 x 10¢ mol L)
em anéis de aorta pré-contraidas com KCI e fenilefrina (0,1 umol L) para
os estudos com os complexos (RuNO2)(bpy)terpy)* e (Rulbdqi-
COOH)(erpy)NO)3+, respectivamente.

Os anéis foram aprisionados entre dois ganchos de metal inseridos
no lumen da artéria para produzir tensdo conforme se mostra na Figura 14.
Um dos ganchos foi conectado a um suporte fixo gjustdvel e o outro, a um

fransdutor de registro de forca acoplado a um poligrafo, o qual mede a
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tens&o isométrica.

O sistema foi montado em cdmara para o6rgdo isolado (cuba)
contendo 10,0 mL de solucdo fisiolégica de Krebs modificada com a
seguinte composicdo (em mmol L-1): NaCl 130,0; KCI 4,7; KH2PO4 1.2; CaCly
1,6; MgSQOa 1,2, NaHCO3 14,9; glicose 5,5 e EDTA 0,03 em pH = 7.,4. Essa
solucdo foi continuamente borbulhada com mistura de carbogénio (95%
O2 e 5% CO2) e mantida a 37 ¢ C.

Poligrafo

Transduto

Cuba para
oérgdo
isolado

Figura 14. Cuba utilizada para o estudo farmacolégico com aortas de ratos.

O sistema permaneceu em repouso para estabilizacdo por 60 min
sob tensdo basal constante de 1,5 g. Em seguida, os anéis foram
contraidos com KCI (6,0 x 102 mol L) e quando a resposta contractil
permaneceu constante, adicionou-se a microemulsdo incorporada com o
complexo (RUNO2)(bpy)(terpy))*, em concentracdo de 1,0 x 104 mol L.
Apds 20 min, durante os quais ndo houve relaxamento, o sistema foi
irradiado com uma Idmpada ultravioleta da marca BLE Espesctroline em
355 nm. Foram construidas curvas de variacdo da tensdo em funcdo do
tempo de exposicdo a luz.

O protocolo para os experimentos do complexo (Ru(bdgi-

COOH)(terpy)NO)3+ encapsulado em membrana sdlida do tipo sol-gel foi
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descrita de maneira semelhante ao estudo do complexo em solu¢cdo. Os
anéis de oorta foram contraidos com fenilefrina 0,1 umol LT1. Apds
contracdo mdxima foi mergulhado na cuba a membrana sol-gel de massa
0,129 g + 0,004 (n=7) para o controle (sem complexo) e 0,134 + 0,004 (n=7)
para membrana encapsulada com o complexo  (Ru(bdqgi-
COOH)(terpy)NO)3+ na concentracdo de 6 x 104 mol L1 e irradiadas em
355 nm.

4.22. Cultura de Célula

Os ensaios de biologia celular foram conduzidos sob a co-orientagdo
da Profa. Dra. Enilza M. Espreafico da FMRP-USP.

4.22.1. Linhagens de Células

As linhagens de células utilizadas nos estudos de atividade celular
sGdo do tipo melanoma humano: melanona metastatico WM 1617 e
melanona metastdtico em fase de crescimento vertical WM 278. Tais
linhagens de células foram obtidas do Wistar Institute (Philadelphia, EUA)
cultivadas em placas de petri em meio TU 2 % (80 % de meio MCDB153
Sigma), 20 % de meio L-15 (Life Technologies), 2 % de soro fetal bovino
inativo, 5 mg mL de insulina bovina (Sigma) e 1,68 mmol L' de CaClp) e
mantidas a 37 0%C em atmosfera dmida com concentracdo controlada de

5% de CO2 com troca em média a cada 3 dias.

4.22.2. Andlise da viabilidade celular pelo ensaio do MTT

O ensaio do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yD2 ,6-difeniltetrazolio brometo)
consiste na deteccdo do crescimento celular/morte celular, de acordo
com a capacidade da mitocdndria em converter o sal de tetrazolio MTT
em um produto de coloragcdo vermelha que pode ser medido

espectrofotometricamente. O principio deste método consiste no fato de
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que células vivas em crescimento tém mitocdndrias competentes
(promoc¢do da respiracdo celular), portanto irdo converter o MIT no
produto corado vermelho. J& as células mortas, ou em processo de morte
celular tém a funcdo mitocondrial comprometida, ndo convertendo o MTT
no produto corado. A vantagem desse método € que ele é faciimente

efetuado em microplacas de 96 pocos.

4.22.3. Andlise do Conteldo de DNA por Citometria de Fluxo

A andlise do conteddo de DNA além de fornecer informacdo sobre
as células que estdo ciclando, também pode ser ufilizada para a
deteccdo (intreferéncia) de fragmentacdo do DNA. Acredito-se que
quando se realiza a preparacdo para a andlise do conteludo de DNA de
células cujos nucleos possuem DNA fragmentado, os fragmentados de
baixo peso molecular do material genético difundem-se para fora, e dessa
forma apresentam menor marcacdo que células normais. Outra
possibilidade € que a condensacdo da cromatina que ocorre durante a
apoptose possa impedir a marcagcdo dando um resultado similar. A
amostra serd corada com iodeto de propidio e analisada em citdmetro de
fluxo FACSORT (Becton-Dickinson).

4.23. Imobiliza¢do Eletrodo de Ouro

Para o experimento de imobilizacdo do complexo (Ru(terpy)(@-py-
SH)NO)3+ em suporte eletroquimico, foi ufilizado como eletrodo suporte e
de frabalho eletrodos de ouro com drea de 0,007 cm?2..

Antes do procedimento de imobilizacdo do complexo na superficie
do eletrodo de ouro, este passou por um procedimento de limpeza (WANG,
et al., 2000):
1-sonicar (6 minutos) em uma solucdo de 3:1 de d4cido sulfdrico

concentrado e perdxido de hidrogénio 30% e lavar com agua Milli-Q;
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2-polimento com alumina Tum;
3-sonicar por 3 minuto em agua Milli-Q, 3 minuto em etanol e 3 minuto em
Agua Milli-Q;

Apds a finalizacdo das 3 etapas descritas, foi feito um teste de
voltametria ciclica para verificacdo da limpeza do eletfrodo em uma
solucd@o de H2SO4 0,5 mol LT conforme descrito por Sawyer, (1995).

A imobilizacdo do complexo na superficie do elefrodo de ouro se
deu por imersdo do eletfrodo na solugcdo do complexo em solu¢cdo do
complexo (RuCterpy)(2-pySH)NO)3+ 1 x 103 mol L' em dcido perclorato de
sodio (LICIO4) 0,1 mol L. O tempo de imersdo do eletrodo foi ofimizado
durante os estudos. As medidas elefroquimicas para o eletrodo apds

imobilizacdo foram feitas em perclorato de litio 0,1 mol L' em meio aquoso.
4.24. Cdiculo Tedrico para os complexos (Ru(terpy)(L)NO)3+, L = bpy e
bdcat-COOH

Os cdlculos tedricos foram obtidos a partir do programa Gaussview
0.3, método: UB3LYP, base de cdlculo: CEP-31G.



5. Resultados e Discussdao

5.1. Sinteses

Complexos nitrosilo de ruténio sGo geralmente descritos como Rudll)
e o ligante como NO* (GUENGERICH & SCHUG, 1978; BOTTOMLEY, 1978; WALSH
et al., 1980; BORGES et al, 1998). Para obté-los, existem diferentes
possibilidades de rotas sintéticas:
¢ Borbulhamento de NO gasoso em uma solucdo aquosa de uma espécie
precursora que contenha o fragmento Rul-H,O (CHENEY & ARMOR, 1977;
NAGAO et al, 1989. Neste caso, o ligante nitrosii coordena-se
preferencialmente provocando a reducdo do metal e formando o
fragmento estavel {RU'-NO+*}. Para readlizar esse tipo de sintese, deve-se

montar um aparato similar ao descrito no item 4.12.

e Oxidacdo do ligante amina (NHz) coordenado ao ion Rudl) (MURPHY et
al., 1982; MURPHY et al., 1986; ASSEFA & STANBURY, 1997).

.
o4 +6e’, +5H , —HZO

cis-[Ru"L(NHg)] cis-[Ru'"L (NO")** 12)

66", 5H | +H,0

e Adicdo de dacido & solucdo da espécie precursora que contenha o
ligante NO2> coordenado ao metal, que sdo conhecidas como nifro
complexos de ruténio (Equacdo 13). Essa reacdo é reversivel e depende
do pH, por isso € tratada por muitos autores como um equilibrio dcido-
base (GODWIN & MEYER, 1971; KEENE et al., 1980; CALLAHAN & MEYER, 1977;
PIPES & MEYER, 1984; TOGANO et al., 1992; ASSEFA & STANBURY, 1997; BIGNOZZ| et
al., 1993; NAGAO et al., 1999).

K1

[Ru'Ls(NOL)* + H* [Ru'Ls(NO®* + OH (13)

K4
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Nesse trabalho, os complexos nitrosilos foram obtidos a partir de
precursores com o ion nifrito coordenado ao Rudll). Esse procedimento

resultou em altos rendimentos para as reacdes.

5.2. Caracterizagcdo dos Complexos de Ruténio

5.2.1. Espectroscopia na regido do Infravermelho

Complexos de ruténio, em que existe o ligante nitrosil na esfera de
coordenacdo do metal, sGo geralmente descritos como Ru(ll) e o ligante
como NO+* (GUENGERICH & SCHUG, 1978; BOTTOMLEY, 1978; WALSH et al., 1980;
BORGES et al., 1998). Assim, a técnica de espectroscopia na regido do
infravermelho € muito utilizada para verificar a coordenacdo de NO* ao
ion metdlico ruténio(l), que deve apresentar uma banda intensa no
infervalo de 1800 cm a 1970 cm'. A variacdo da frequéncia de
estiramento v(NO) em compostos de coordenacdo depende do metal,
do estado de oxidacdo do ligante nitrosilo e da estereoquimica do ligante
NO (SCHRODER & STEPHENSON, 1987; BATISTA et al., 1997; FORD et al., 1998).

Em relacdo a estereoquimica, alguns resultados empiricos de
energia de estiramento sugerem distingdo da ligacdo N=O como sendo
linear ou “bent”. Apesar de alguns trabalhos explorarem a variagcdo da
energia de estramento do NO em funcdo da estereoquimica, essa
relacdo deve ser feita com cautela, hagja visto que as frequéncias de
estiramento se sobrepdem em algumas regides, conforme ilustrado na

Figura 15 (RICHTER-ADDO & LEGZDINS, 1992) a seguir:
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Figura 15. Intervalos tipicos de frequéncia de estiramento na regido do infravermelho para
complexos metdlicos nitrosilos.

Neste trabalho, os espectros na regido do infravermelho para os
complexos de ruténio que contém o ligante NO+* coordenado,
apresentaram banda de estramento de NO na regido de 1960 cm! a
1850 cm-!. Especificamente, para os complexos de ruténio do fipo
(Ruterpy)(LNQO)3+ onde L = bdcat-COOH e bdqgi-COOH a técnica de
infravermelho garante aqinda informagdes pertinentes aos diferentes
estado de oxidacdo para os ligantes benzoquinonadiimina (LEVER et al.,
1993; HARTL et al., 1992; PIERPONT & BUCHANAM, 1981).

Os espectros vibracionais para os complexos (Ruterpy)(L)NO)3+
foram feitos em estado sélido (KBr e emulsdo de nujol) e em solucdo

(acetonitrila).

5.2.1.1. Complexo (Ru(bpy)(terpy)NO)(PFs)3

Os espectros na regi@do do infravermelho para o complexo
(Rubpy)terpy)NO)(PFs)3, em KBr (Figura 16) e emulsdo de nujol (Figura 17),

apresentaram semelhante desdobramento do sinal correspondente ao
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estiramento de banda do NO. Os valores de v(NO) foram enconfrados em
1945 cm-' e 1961 cm-!.
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Figura 16. Espectro na regido do infravermelho em pastiha de KBr do complexo
(Ru(bpy)erpy)NO) (PFe)s.
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Figura 17. Espectro na regido do infravermelho em expansdo na regido de 2000-1900 cm-!
em emulsdo de nujol, do complexo (Rulbopy)terpy)NO)(PFe)a.

81



No entanto, em meio de acetonitrila um dnico pico em 1950 cm!
(Figura 18) foi observado. Frequentemente, os espectros no infravermelho
feitos em pastiihas de KBr ou emulsdo de nujol, apresentam a frequéncia
de estiramento referente ao NO como sendo dois ou mais picos em
freqUéncias proximas. Tal resultado € ocasionado pelo efeito do estado
solido (GODWIN & MEYER, 1971). Assim sendo, pode-se inferir que em
solucdo deve haver uma uniformidade esfrutural para as espécies
analisadas resulfando em um Unico estiramento vibracional concernente a

VNO.

400

350

300

Transmitancia(%)

250

200 - 1
v(NO) = 1950 cm™
T T T

T T T T T T
2000 1980 1960 1940 1920 1900

nimero de onda (cm™)

Figura 18. Espectro na regido do infravermelho em expansdo na regido de 2000-1900 cm-!
em acetonitrila do complexo (Ru(bpy)terpy)NO)(PFs)a.

5.2.1.2. Complexos (Ru(terpy)(L)NO)(PF¢)3 L = bdcat-COOH e bdqi-COOH

Os espectros na regido do infravermelho para os complexos
(Rutterpy)(NO)(PFe)3 L = bdcat-COOH e bdqgi-COOH em KBr encontram-
se nas Figuras 19 e 20, respectivamente.

82



------------------------------------------------------------------------------------------------------ Apéndice

80
)
X 78

©
= T

[
<0
=

£

Q764 v(NO) = 1874 ecm”

©
= v(C-N) = 1273 em”

74
T

T T 1
2200 2000 1800

T 1 ° 1
1600 1400 1200 1000

T
800

600

400

nimero de onda (cm™)

Figura 19. Espectro na regido do infravermelho em pastiiha de KBr, do complexo
(Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)(PFs)s.
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Figura 20. Espectro na regido do infravermelho em pastiiha de KBr, do complexo (Ru(odqgi-
COOH)(terpy)NO) (PFe)s.

Os valores de estiramento de NO, em pastilha de KBr, obtidos para
0os complexos (Ru(bdcat-COOH)(erpy)NO)(PFs)s (1874 cm) e (Ru(bdqgi-
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COOH)(terpy)NO)(PFes)3 (1888 cm-1) foram proximos dos valores obtidos em
acetonitrila 1898 cm-! e 1900 cm!, respectivamente. A variacdo de cerca
de 20 cm' em comparacdo aos valores obtidos em estado sdlido, indica
uma dependéncia do vno em diferentes tipos de matrizes. A proximidade
dos valores de vno em acetonitrila para ambos 0os complexos, mostra que
além do aspecto estrutural que deve influenciar a densidade eletronica
sobre a ligacdo N—O+*, deve-se considerar também possivel interacdo
N—O+= solvente. Esta inferéncia é consistente com os dados experimentais
observados.

A técnica de infravermelho também se mostra valiosa para a
caracterizacdo dos diferentes estados de oxidacdo para os ligantes
benzoquinonadiimina, j& que diferentes estiramentos vibracionais
caracterizam as espécies catecol (bdcat-COOH), semiquinona (bds-
COOH) e quinona (bdgi-COOH).

Os diferentes estados de oxidacdo para os complexos estudados,
(Ru(bdqgi-COOH)(terpy)NO)(PFe)s e (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)(PFs)s,
foram caracterizados conforme as bandas de estramento diimina
v(C=N)) e diamina (C-N)) para as formas quinona e catecol,
respectivamente.

A freqUéncia de estramento v(C=N) para os ligantes diiminicos,
encontra-se na regido de 1675 cm a 1665 cm-! (MASUI, 1993). No entanto,
o valor de estiramento v(C=N) encontrado para o complexo (Ru(bdqgi-
COOH)(terpy)NO)(PFe)s foi de 1705 cm-! e condiz com o valor encontrado
para o complexo precursor (RuCl(odgi-COOH)(terpy))PFs (1709 cm-1). A
somatdéria do efeito o-doador e n-receptor do ligante iminico, quando
coordenado ao ion metdlico Rudll), deve propiciar no aumento de energia
observada.

Para o complexo (Ru(bdcat-COOH)(erpy)NO)(PFs)3 o estiramento

v(C-N) foi encontrado em 1275 cm-1, o qual fambém aparece no ligante
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livre (MASUI, 1993) e ndo apresenta alteracdo apds coordenacdo ao metal
ruténio como visto para o complexo (Ru(bdgi-COOH)(terpy)NO)(PFs)s. A
diferenca de comporfamento enfre o ligante na forma de
benzoquinonadiimina (odgi-COOH) e benzoquinonadiamina (bdcat-
COOH) se deve a menor conjugacdo dos nitrogénios da forma bdcat-

COOH com o anel, tornando estes nitrogénios eletronicamente isolados.

5.2.1.3. Complexo (Ru(terpy)(2-pySH)2NO)(PFs)3

O ligante 2-mercaptopiridina (2-pySH) apresenta configuracdo
espacial em que normalmente descreve-se como uma mistura de
isbmeros (Esquema 12). Em solu¢cdo aquosa 99 % do ligante encontra-se na
forma tautomerica (B) com o dtomo de nitrogénio protonado e o grupo
tiona vidvel & coordenacdo com o ion metdlico.

Embora aparentemente uma reacdo em meio aquoso desse ligante
com um aqguo-complexo devesse ser favorecida o modo de
coordenacdo B da 2-mercaptopiridina, de fato ambas as espécies (A e B)
— coordenacdo pelo N ou S — podem ser verificadas na formagdo de

compostos de coordenacdo (TOMA et al., 1987).

= | L \
N NH
SH
A B

Esquema 12. formas tautoméricas para o ligante 2-mercaptopiridina.

O modo de coordenacdo do ligante 2-mercaptopiridina (2-pySH) na
esfera do ion Ru(ll) foi baseado tomando-se como referéncia o espectro

no infravermelho do ligante livre (Figura 21) e comparacdes & literatura
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(TOMA et al., 1987: DIOGENES et al., 2003).
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Figura 21. Espectro na regido do infravermelho em pastiiha de KBr, do ligante livre 2-
mercaptopiridina.

O estiramento v(C-S) do ligante foi caracterizado pelo intenso pico
em 1138 cm (ZHANG et al., 2003). Quando este ligante encontra-se
coordenado ao fon metdlico Rudl) nos complexos (RuCl(terpy)(2-
PYySH)2)(PFs) e (RuCterpy)(2-pySH)2NO)(PFs)s houve uma drdstica diminuicdo
na intensidade deste pico.

Conforme resultados de infravermelho relatados na literatura
(DIOGENES et al., 2001), para complexos metdlicos que possuem em sud
esfera de coordenacdo o ligante 4-mercaptopiridina coordenado pelo

nifrogénio do ligante, verifica-se um intenso estramento v(C-S) em 1120
cm-l,

86



------------------------------------------------------------------------------------------------------ Apéndice

100 H

90

80

Trasmitancia (%)

70 H

60

T T T T T T T T T T T T T T
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

niimero de onda (cm™)

g

80

60

40

Transmitancia(%)

20 H

l

v(NO) = 1894 cm™

T T T T T T T T T T T T T T T
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
s -1
numero de onda (cm )

B

Figura 22. Espectro na regido do infravermelho em pastiha de KBr, dos complexos
(RuClcterpy)(2-pySH)2)PFs (A) e (RuCterpy)(@-pySH)2NO) (PFes)s (B).

Estes resultados nos levam a considerar que aparentemente os
complexos com o ligante 2-mercaptopiridina descritos neste trabalho

devem ser mais bem caracterizados como ligante coordenado pelo
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atomo de enxofre. Acreditamos, porém que em meio aquoso hda a
possibilidade de isomerizacdo, haja visto os resultados eletroquimicos
encontfrados (tem 4.8). O estramento vno no complexo (Ruterpy)(2-
PYSH)2NO)(PFe)s foi observado em 1894 cm-1 em KBr e €& semelhante
Aquele obtido em acetonitriia (Tabela 3).

Os resultados de infravermelho referentes aos estiramentos do NO
para os complexos (Rulterpy)(LUNO)(PFs)s estudados neste trabalho estdo

relatados na Tabela 3.

Tabela 3. Energia vibracional do NO* dos complexos nitrosilos de ruténio abordados neste
frabalho.

Complexos vNO (cm) em KBr | vNO (cm-1) em
acetonitrila
(Rubpy)terpy)NO+)(PFe)s 1945, 1961 1950
(Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO*)(PFe)3 1874 1898
(Ru(bdai-COOH)(terpy)NO+) (PFe)s 1888 1900
(Ruterpy)(2-pySH)2NO+) (PFe)3 1894 1896

Com base nos resultados resumidos na Tabela 3, os valores de v(NO)
para os complexos (RuCterpy)(LUNO)(PFs)s — L = bpy, bdcat-COOH e bdgi-
COOH diferem devido ao efeito sobre o ligante nitrosil ocasionado pelos
co-ligantes L coordenados em posicdo frans.

Estudos descritos na literatura mostram que complexos cuja simetria
€ cis ndo ha variacdo nos valores de v(NO), por exemplo as espécies cis-
(Ru(bpy)2L)NO))(PFe)s onde L = py, 4-pic e 4-acpy mostraram valores de
v(INO) muito semelhantes (SAUAIA & da SILVA, 2003). No entanto, foi
observado para os complexos em que L encontra-se trans ao ligante
nitrosil, como as espécies trans-(Ru(NH3)4sL(NO))3+ (BORGES et al. 1998) e
frans-(RuL(py)4(NO))n*+ (TOGANO et al., 1992), uma variagdo acentuada de

vno atribuido ao efeito indutivo dos co-ligantes sobre a for¢a de ligagdo
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RuUll-NO+,

De fato, a expectativa para a variagdo da banda de estiramento
v(INO) deve ser maior para complexos de simeftria frans. A razdo disto
deriva-se do fato que o ligante em posicdo frans possa influenciar
diretfamente os orbitais d, do metal que fazem a retro-doacdo com o NO,
enquanto que o ligante em posicdo cis inferage com o outro orbital d, do
metal, diferente daquele diretamente responsdvel pela retro-doacdo para
o NO (Figura 23).

v
o

Figura 23. Influéncia da posicdo do ligante L na energia de estiramento do ligante nitrosil.
a) posicdo frans e b) posicdo cis.

A relacdo de frequéncia de estiramento do NO* na regido do
infravermelho para os complexos (Ruterpy)(LNO)(PFs)s — L= bpy, bdgcat-
COOQCH, bdqi-COOH e 2-pySH — estudados neste frabalho condiz com os
resultados obtidos na literatura para complexos semelhantes onde L= 2-
fenilpiridina (1858 cm-1)(HADADZADEH et al., 2002), acetilacetonato (1914
cm) (DOVLETOGLOU et al., 1996) e 2-fenilazopiridina (1960 cm-1) (MONDAL et
al., 2001).

De maneira geral pode-se inferir que a energia de v(NO) para a
classe de complexos (RuCterpy)(LUNO)(PFe¢)3 € diretamente influenciado
pela densidade eletrdnica dos co-ligantes "L”.

No caso dos co-ligantes L = bdcat-COOH, bdqi-COOH e 2-pySH se
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fem um efeito semelhante sobre a densidade eletrbnica sobre o ion
metdlico Rudl). Difere deste conjunto o co-ligante bipiridina. A este co-
ligante pode-se atribuir um maior cardter m-receptor com uma menor

retro-doacdo Rudl) - NO+,

5.3. Espectroscopia na regido do UV-visivel

Os espectros na regido do UV-visivel de complexos de ruténio, com
ligantes insaturados coordenados, apresentam, geralmente, bandas na
regido do visivel, atribuidas a transicbes de campo ligante e de
fransferéncia de carga, e bandas na regido do ultravioleta, atribuidas a
fransicdes interna do ligante (LEVER, 1984). Essas fransicdes podem ser
observadas no diagrama ilustrado na Figura 24, que foi adaptado de
Richter-Addo & Legzdins (1992).

\
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/ \
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/
/
ty—= -k
g AN d-d it
AT /
AN )/
\ A\ /
A /

Figura 24. Diagrama simplificado de orbitais moleculares e fransicdes eletrbnicas para
compostos do tipo (RuGterpy)(L(NO))n+,

e Astransicdes de campo ligante sdo observadas entre niveis energéticos

localizados no metal. As bandas sdo originadas pelo desdobramento
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das energias dos orbitais d (fransicbes d—d), que num campo

octaédrico podem ser designados por tog € eg.

As transicdes de transferéncia de carga ou elétron do metal para o
ligante (TCML) caracteriza-se por uma ligacdo n verificada nos
compostos de ruténio com ligantes insaturados (FORD, et al., 1968; TFOUNI
& FORD, 1980). Essas bandas possuem coeficiente de maxima
absortividade molar (¢) da ordem de 104 L mol' cm-! e normalmente
localiza-se na regido do visivel. A ocorréncia dessas bandas depende
da existéncia de orbitais de simetria apropriadas no metal e no ligante,
com energias pouco diferentes e grau de recobrimento diferente de
zero. Uma vez que os elétrons de valéncia do ion metdlico se
encontram em orbitais de simetria © € considerando que os orbitais
desocupados dos ligantes de menor energia também possuam simetria

7, A fransicdo mais provavel €, portanto, d(M)—pr*(L).

*—As fransicdes internas do ligante (IL) sGo semelhantes as transicdes
observadas nos ligantes insaturados nGo coordenados. Por exemplo, os
ligantes aromdticos n-heterociclicos, ou ndo coordenados, geralmente
apresentam, na regido do ultravioleta proximo e médio, bandas de
fransicdo eletrbnica atribuidas a n-n* e norn*. As fransicoes
envolvendo os elétrons livres (n) ocorrem em regides de maior
comprimento de onda e sdo relativamente fracas. As tfransicoes
envolvendo os elétrons  sdo bastante intensas sendo muito semelhante

as observadas para os hidrocarbonetos aromdaticos correspondentes.

Os dados espectrofotométricos na regido do UV-visivel para os

complexos (RuCterpy)(UNO)+ — L= Cl-, bpy, bdcat-COOH, bdqgi-COOH e

2-pySH — estudados neste frabalho estdo resumidos na Tabela 4. A origem
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de cada fransicdo serd discutida separadamente para cada complexo
em comparacdo aos espectros UV-visiveis dos seus respectivos

precursores.

Tabela 4. Resultados de andlises de espectros na regido UV-visivel para os complexos
(Rutterpy)(L)NO)3+ em solu¢cdo aquosa.

Complexos A nm (log €)@
(Ru(bpy)(terpy)NO)3+ 230 (4,66); 277 (4,33); 288 (4,36); 305 (4,27);
335 (4,02); 363 (3.87)
(Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ 280 (4,27); 327 (4.11); 355 (3.98)
(Ru(bdqi-COOH)(terpy)NO)3+ | 285 (4,39); 324 (4,27); 354 (4,15); 510 (3.65)
(RuClz(terpy)NO)+ 272 (2,90); 320 (2,69); 375 (2,87); 484 2,17)
(Ruterpy)(2-pySH)2NO)3+ 237 (3.94); 333 (3,51); 367 (3.34)

a: solucdo HCI 0,1 mol L1,

5.3.1. Complexo (Ru(bpy)terpy)NO)3+*

O espectro UV-visivel para o complexo (Ru(bpy)(terpy)NO)3+ (Figura
25), € composto por diversas bandas caracterizadas pelo método da
deconvolucdo — método de deconvolucdo de Lorentz, obtido pelo,
programa computacional Origin 5.0 — das quais aquelas observadas na
regido de 230 nm a 290 nm foram atribuidas & transicoes interna (IL) do
fipo n—n* dos ligantes insturados (terpy, bpy). As bandas em 305 nm e 332
nm foram atribuidas como sendo do tipo TCML envolvendo a transicdo
d.Rul)—r*(terpy, bpy), cuja caracterizagcdo foi feita emn comparacdo aos
espectros dos complexos (RUNO2)(bpy)(terpy))* (Figura 26) e (RuCls(terpy))
(COE et al., 1995) e (RUCla(bpy)2) (DWYER et al., 1963).

O ombro na regi@o de 363 nm foi atribuido ad TCML devido as
fransicdes dRu()—n* (ferpy, bpy, NO+) em analogia a complexos similares
(Rutterpy)(ONO)+ (CHANDA et al., 2004), cis-(Ru(bpy)2(L)NO) (TOGNIOLO et
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al., 2001; SAUAIA & da SILVA, 2003) e com base em nossos resultados

fotoquimicos.
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Figura 25. Espectro de absorcdo na regio do UV-visivel para o complexo
(Rulbpy)terpy)NO)3+ em HCI 0,1 mol, L' (complexo)= 3,0x10-5 mol 1. Espectros obtidos por
deconvolucdo de Lorentz: azul-escuro, violeta, laranja, amarelo, rosa e azul-claro.
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Figura 26. Especfro de absorcdo na regidio do UV-visivel para o complexo
(RUNO2)(bpy)erpy))* em meio aquoso (complexo) = 2,96 x 104 mol L1,

O efeito do ligante nitrosil na energia dos orbitais d, do metal é
claramente observado quando se compara os espectros eletronicos do
complexo (Ru(bpy)(terpy)NO)3+ e do seu precursor, o complexo (Ru(NO2)
(bpy)(terpy))+ (Figura 26). Ha o desaparecimento da banda em 480 nm, no
espectro do complexo (RUNO2)(bpy)(terpy))+, caracterizada como uma
fransicdo eletronica do tipo TCML envolvendo orbitais dRu(ll)—n*(terpy,
bpy). Tal mudanca espectroscopica na regido do visivel ocorre devido a
forte retro-doacdo d;Ru(D—-n*(NO*) o qual promove a estabilizacdo dos

orbitais dn do metal e altera esta TCML para regido do ultravioleta.

5.3.2. Complexo (RuClz(terpy)NO)*

O espectro UV-visivel do complexo (RuClx(terpy)NO)* (Figura 27) foi
caracterizado por aparesentar bandas de transferéncia de carga tanto

na regido do visivel quanto no ultravioleta. Sua caracterizacdo deve-se
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principalmente a comparacdo com o espefro do complexo precursor

(RuCls(terpy)) (Figura 28) e por analogia aos dados da literaura (SULLIVAN et
al., 1980).
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Figura 27. Especfro de absorcdo na regidio do UV-visivel para o complexo
(RuClx(terpy)NO)*+ em HCI 0,1 mol L', (complexo)= 3,0x105 mol L.
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Figura 28. Espectro de absorcdo na regido do UV-visivel para o complexo (RuCls(terpy))
em acetonitrila. (complexo)= 4,50 x 104 mol L.

As bandas em 271 nm e 320 nm para o complexo (RuClx(terpy)NO)+
podem ser caracterizadas, respectivamente, como sendo do IL atribuida &
fransicdo mn—n* do ligante terpiridina e TCML devido & transicdo
dzRul)—r*(terpy).

O ombro na regido de 375 nm foi caracterizado como do tipo TCML
devido &s transicoes d;Rul)—n*(terpy, NO*), por analogia a sistemas
semelhanfes (TOGANO et al., 1992; TOGNIOLO et al., 2001; SAUIA & da SILVA,
2003). A banda em 480 nm se deve provavelmente a uma segunda TCML
envolvendo as transicdes dRul)—-xn*(terpy, NO*). Embora no espectro do
complexo (RuCls(terpy)) seja também observadas duas bandas na regido
de 400 a 500 nm (Figura 28), naquele caso a caracterizacdo foi feita como

sendo TCML pertinente a uma transicdo n*(terpy)—dnRudll).
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5.3.4. Complexos (Ru(bdqi-COOH)(terpy)NO)3+* e (Ru(bdcat-
COOH)(terpy)NO)3*

Conforme Lever e Gorelsky (2000), o comportamento de complexos
com ligantes benzoquinonadiimina pode ser entendido com base
essencialmente na mistura entre os orbitais do metal e ligante. Em sistemas
do fipo (Ru(NH3)4(bdqi-COOH))3+, (Ru(py)4(bdqi-COOH))2+ e
(Ru(bpy)20bdgi-COOH))?+ a capacidade de modular a energia de suas
bandas depende do estado de oxidacdo do ion metdlico e dos co-
ligantes que completam o complexo (BARANOVSKI & SIZOVA, 1999). Por
exemplo, o complexo (Ru(bpy)2dgi-COOH))2+ na forma quinondidica do
ligante mostra uma banda TCML em 513 nm e na forma de semiquinona
em 625 nm (MASUI, 1993), enquanto o complexo (Ru(bpy)z2(bdcat-COOH))2+
ndo apresenta banda na regido do visivel.

Considerando a caracteristica de delocalizacdo eletrbnica entre os
orbitais do metal e do ligante benzoquinonadiimina (MASUI et al., 1993) e o
inferesse em se construir complexos nitrosilos de ruténio com absor¢do na
regido do visivel, idealizamos os complexos (Ru(bdaqi-COOH)(terpy)NO)3+ e
(Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+,

O complexo (Ru(bdai-COOH)(ferpy)NO)3+ tem um espectro UV-
visivel (Figura 29) que apresenta um maximo de absorcdo em 281nm
caracterizado como uma banda IL devido as fransicées t—n* dos ligantes
terpiridina e benzoquinona-diimina. A banda em 321 nm caracteriza-se
como sendo do fipo TCML devido as transicoes dRull)—r*(terpy, bdqgi-
COOH), enquanto que um ombro em 356 nm foi atribuido como sendo
uma banda TCML do tipo d(Ru—r*(odqi-COOH, NO).

A banda de TCML na regido do visivel (600 nm) devido & transicdo
d(RuN—7*(odqgi-COOH). Essa banda também é observada no espectro
UV-visivel do precursor (RuCl(odagi-COOH)(terpy))* (Figura 30).

A atribuicdo de tal banda € inequivoca, haja visto a semelhanca
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com espécies do tipo (RuNH3)4L)2+ e (Ru(bpy)2L)2* em que L € um ligante
derivado da quinonadiimina (METCALFE & LEVER, 1997). Nestes casos, esta
banda foi atribuida & TCML devido a transicdo d;Ru(l)—xn*(bdqi-COOH).
Assim sendo, por comparacdo de ambos 0s espectros pode-se inferir

mesma atribuicdo para o espectro do complexo nitrosil.
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Figura 29. Espectro UV-visivel do complexo (Ru(odqi-COOH)(terpy)NO)3+ em HCI 0.1 mol.L.
(complexo) = 2,0 x10° mol.L'. Espectros obtidos por deconvolucdo de Lorentz : espectro
laranja, rosa, azul-claro e azul-escuro.
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Figura 30. Espectro de absorcdo na regido UV-visivel do complexo (RuCl(bdqi-
COOH)(terpy))* em meio aquoso. (complexo) = 5,0 x 105 mol L1

A justificativa para a diferenca de intensidade dessa banda (500
nmM) nos espectros do precursor (RUCI(bdgi-COOH)(terpy))* em relacdo ao
produto (Ru(bdgi-COOH)(terpy)NO)3+ se deve a diminuicdo de densidade
eletrbnica sobre o ion metdlico ocasionada pela coordenacdo do ligante
nitrosil e consequente diminuicdo no overlap d(Rull)—r*(bdqi-COOH).

O espectro eletrbnico para o complexo  (Ru(bdcat-
COOH)(terpy)NO)3+ (Figura 31) apresentou semelhante caracterizacdo
espectroscopica com o complexo (Ru(bdgi-COOH)(terpy)NO)3+, O
complexo (Ru(bdcat-COOH)(erpy)NO)3+ mostra um espectro UV-visivel
onde é possivel observar uma banda em 280 nm caracteristico de banda
IL  devido as transicdes m—n* dos ligantes ferpiridina e
benzoquinonadiimina. A banda em 327 nm caracteriza-se como sendo do
tipo TCML {dRu(l)—=*terpy)}.

O ombro em 355 nm, que de fato constitui-se de duas bandas em
330 nm e 350 nm (obtidas pelo método da deconvolu¢cdo), caracterizado

como sendo TCML devido as trasicdes d(Ru)—r*(terpy, NO*). A auséncia
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de absorcdo na regido do visivel condiz com o resulfado obtido para

complexos semelhante como (Ru(bpy)lz(catecol)) e (Ru(pyla(catecol))
(HAGA et al., 1986).
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Figura 31. Espectro de absorcdo na regido UV-visivel do complexo (RuCl(bdcat-
COOH)(terpy))* em HCI 0,1 mol L. (complexo) = 2,0 x 105 mol L. Espectros obtidos por
deconvolucdo de Lorentz: espectro verde, azul-claro e azul-escuro.

Ao compararmos o comportamento espectroscdpico na regido do
UV-visivel dos complexos da série (Ruterpy)(LNO)3+ L = bpy, bdqgi-COCH e
bdcat-COOH (Tabela 4), pode-se inferir uma maior desestabilizagcdo dos
orbitais d, do metal coordenado ao ligante nitrosil nos complexos com co-
ligantes benzoquinonadiimina que no complexo com bipiridina (Figura 32).

Em uma série de tfrabalhos envolvendo o @ ligante
benzoquinonadimina (AUBURN et al., 1991; MASSUI et al., 1993;LEVER et al., 1995;
de LIMA et al., 2002) cdlculos tedricos e evidéncias experimentais permitiram
sugerir que este ligante possui uma forte interacdo com o ion metdlico em
funcdo da alta energia, simetria e overlap dos orbitais de valéncia. Tal

evidencia permite de forma qualitativa fazer uma analogia dos espectros

100



obtidos dos complexos nitrosilos de ruténio com o diagrama de orbitais
moleculares simplificado (Figura 32). Quanto maior a densidade eletrénica
propiciada pelos ligantes "L* e NO sobre o ion Rudl) no complexo

(Ruterpy)(LNO)™* maior a energia dos orbitais d, envolvidos na ligacdo.

A
ITNO ITNO
T NO [ w
5 /— | |ITbdg-cooH | —
- d,
a, bdqi-COOH bpy

Figura 32. Diagrama de energia simplificado para os complexos (Rutterpy)(LNO)3+ L = CI-,
bpy e bdqi-COOH.

5.4. Estudo Eletroquimico. Voltametria ciclica e de pulso diferencial

Os comportamentos eletroquimicos em meio aquoso para oS
complexos sintetizados no presente trabalho foram estudados conforme o

item 4.8 em Matériais e Métodos.

5.4.1. Voltametria ciclica e de pulso diferencial em meio aquoso

De todos os complexos sintetizados e descritos neste trabalho
somente as espécies (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ e  (Ru(bdqgi-
COOH)(terpy)NO)3+ apresentaram caracteristicas farmacoldgicas de

interesse haja visto a capacidade liberar NO em pH = 7,40. Assim sendo,
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estudos elefroquimicos em meio aquoso foram conduzidos para estes
COMpPOstos.

Aparentemente, o} voltamogramas dos complexos
(Rutterpy)(LNO)3+ L = bdcat-COOH e bdgi-COOH, podem ter mdultiplos
processos (Esquema 13). Numa tentativa de se caracterizar pelo menos os
picos que envolvem o0s processos relativos ao ligante nitrosil, utilizamos a
espectroeletroquimica, bem como eletrdlise & potencial controlado

acoplado ao elefrodo de ion seletivo para NO (NOmeter).

[Ru'(bdcat-COOH)(terpy)NO T4+~ [Ru”(bdcat-coom(terpy)No+]3+,i [Ru"(bdsq™-COOH)(terpy)NO* T**
< ||+ _e" +e
[Ru"(bdcat-COOH)(terpy)NO T+ [Ru”(bdq-COOH)(terpy)NO* 1+
e ||+

rRu™(bda-COOH)(terovINO* T+

Esquema 13. Processo eletroquimico global para os complexos (Rudterpy))(LNO)3+, L =
bdcat-COOH e bdqgi-COOH.

5.4.1.1. Complexos (Ru(terpy)(L)NO)3* L = bdcat-COOH e bdqi-COOH

O voltamograma ciclico para o composto  (Ru(bdagi-
COOH)(terpy)NO)3+ em solucdo tampdo pH = 2,03, mostrado na Figura 33,
foi iniciado em + 0,09 V vs Ag/AgCI, potencial de cela aberta, no sentido
catdédico onde foi possivel observar duas andas anddicas em Epa= - 0,14 V
e Epg=-0,45V vs Ag/AgCI.
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Figura 33. Voltamograma ciclico para o complexo (Ru(bdqgi-COOH)(erpy)NO)3+ em
solucdo tampdo pH = 2,03. Eletrélito de suporte: NaBF4 0,1 mol L1, (complexo)=1 x 103 mol
L''. Velocidade de varredura: 100 mV s,

A reversibilidade do primeiro processo eletroquimico (CA”) foi
estudada licos em diferentes velocidades de varredura (Figura 34). Os
voltamogramas ciclicos foram iniciados em + 0,10 V vs Ag/AgCl,
conduzidos para potenciais negativos, revertidos em - 0,50 V vs AQ/AgCl e
conduzidos para potenciais positivos até atingir + 0,10 V vs Ag/AgCI

novamente.
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Figura 34. Voltamogramas ciclicos para o complexo (Ru(bdqgi-COOH)(erpy)NO)3+ em
solucdo tampdo pH = 2,03. Eletrdlito de suporte: NaBFs 0,1 mol L. (complexo)=1 x 103 mol
L1, Velocidade de varredura: 200,100, 50 e 20 mV s,

De acordo com Nicholson e Shain (1965), esse processo
eletroquimico pode ser denominado quase-reversivel, haja visto que AEp
aumenta em funcdo da velocidade (Tabela 5). Além disso, loc aumenta
com O aumento da raiz quadrada da velocidade de varredura (v1/2)
(Figura 35).

Tabela 5. ParGmetros eletroquimicos, em solucdo tampdo pH = 2,03, para o complexo
(Ruterpy)(bdqgi-COOH)NQO)3+, referente ao processo redox NO+/NQOP,

vV (mVs) AEp (V)
200 0,102
100 0,086
50 0.071
20 0,060
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Figura 35. Grdfico de lpc vs V172 do complexo (Ru(bdgi-COOH)(erpy)NO)3+ em solucdo
tampdo pH = 2,03. Coeficiente de correlacdo da reta: 0,998.

Considerando-se a quase-reversibilidade caracterizada para o
processo NO+/NQOP foi feito eletrdlise em potencial controlado em - 0,3 V vs

Ag/AgCIl. Acompanhou-se a saida de NO utilizando o NOmeter (Figura 36).
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Figura 36. Cronoamperograma para o complexo (Ru(bdgi-COOH)(erpy)NO)3+ em
solucdo fampdo pH = 2,03, sob eletrélise a potencial controlado em - 0,30 V vs Ag/AgCI.

Com base no valor de potencial redox para o processo NO+/NOO
para o complexo  (Ru(odgi-COOH)(terpy)NO)3+,  estudou-se ©
comportamento espectroscopico promovido pela eletrdlise a potencial
controlado em - 0,3 V vs Ag/AQCI (Figura 37). A variacdo espectral na
regido do UV-visivel mostra um ombro na regido de 350 nm, no espectro
inicial, que logo nos primeiros minutos de reacdo apresenta modificacoes.
Nota-se fambém um aumento de intensidade das bandas intraligantes

(regido do ultravioleta) e o aparecimento de uma banda em 480 nm.
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Figura 37. Espectros na regido do UV-visivel em funcdo do tempo para o complexo
(Ru(bdqgi-COOH)(terpy)NO)3+ em solucdo fampdo pH = 2,03 apds eletrdlise em — 0,30 V vs
Ag/AgCI. Tempos de andlise: O; 2; 4; 6; 10; 20 minutos.

O surgimento da banda em 480 nm é coerente com a atribuicdo da
banda de fransferéncia de carga metal-ligante (TCML) se comparada a
sistfemas similares (HAGA et al., 1986). Apds cessar a eletrdlise (cerca de 1h)
hd o desaparecimento desta banda e o surgimento de uma outra banda
em 510 nm, que é semelhante & banda na regido do visivel para o
complexo (Ru(H20)(bdqi-COOH)(terpy))?+ (Figura 38). A formacdo da
espécie (RuH20)(dqgi-COOH)(terpy))2+ condiz com a saida do NO.



------------------------------------------------------------------------------------------------------ Apéndice

absorbancia

0,0 . , . , . , . .
200 300 400 500 600 700 800

comprimento de onda (nm)

Figura 38. Espectros na regido do UV-visivel para o complexo (Ru(todgi-COOH)(terpy)NO)3+
em solucdo tampdo pH = 2,03. Espectro inicial (preto), espectro durante eletrélise em
potencial — 0,3 V vs Ag/AgCI (vermelho), espectro apds 1 hora do final da eletrdlise
(verde) e espectro do complexo (RuH20)(bdgi-COOH)(terpy))2+ (rosa).

Apds o processo NO+/NOO (FA") pode ser observado o aparecimento
de uma segunda onda anddica ("B”) (Figura 39) que por comparacdo a

literatura (SAUAIA & da SILVA, 2003) foi atribuida como sendo o processo
NOO/NO-.
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Figura 39. Voltamogramas ciclicos para o complexo (Ru(bdqgi-COOH)(erpy)NO)3+ em
solucdo tampdo pH = 2,03. Eletrdlito de suporte: NaBF4 0,1 mol L. (complexo)=1 x 103 mol
L-'. Velocidade de varredura: 200, 100, 50 e 20 mV s,

@) mMmesmo procedimento espectroeletroquimico descrito
anteriormente foi feito para o complexo (Ru(odqgi-COOH)(terpy)NO)3+ sob
reducdo em potencial confrolado em - 0,80 V vs AQ/AgCI (Figura 40).
Observou-se o desaparecimento das bandas em 360 nm € 510 nm € o
aparecimento da banda em 480 nm, comportamento semelhante ao
observado para eletrélise em - 0,30 V vs Ag/AgCl.

A ndo reversibilidade do processo de reducdo em - 0,80 V vs
Ag/AgCI foi constatada atfravés do estudo espectroeletroquimico do
complexo (Ru(bdqi-COOH)(terpy)NO)3+ sob eletrdlise em 0,00 V vs Ag/AgCI
(Figura 41). Ndo foi possivel observar o retorno do espectro inicial durante

essa eletrdlise.
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Figura 40. Espectros na regido do UV-visivel para o complexo (Ru(tbdgi-COOH)(terpy)NO)3+
em solucdo tfampdo pH = 2,03. Espectro inicial (preto), espectro durante eletrélise em
potencial - 0,8 V vs Ag/AgCIl. Tempos: 2 min (vermelho), 12 min (verde) e 30 min (azul).
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Figura 41. Espectros na regido do UV-visivel para o complexo (Ru(todgi-COOH)(terpy)NO)3+
em solucdo tampdo pH = 2,03. Espectro inicial (preto), espectro durante eletrélise em
potencial 0,00 V vs Ag/AgQCI. Tempos: 10 min (vermelho), 20 min (verde) e 40 min (azul).
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O voltamograma ciclico para o complexo (Ru(bdcat-
COOH)(terpy)NO)3+, em solucdo tampdo pH = 2,03, foi semelhante ao
obtido para o complexo (Ru(bdqgi-COOH)(terpy)NO)3+ (Figura 42). Os
potenciais redox para os processos centrados do ligante nitrosil, NO+/NCOO
CAY e NOONO (B sGo em - 0,13 V e - 0580 V vs Ag/AgCl,

respectivamente.
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Figura 42. Voltfamograma ciclico para o complexo (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ em
solucdo tampdo pH = 2,03. Eletrélito de suporte: NaBF4 0,1 mol L1, (complexo)=1 x 10 mol
L-'. Velocidade de varredura: 100 mV s,

O comportamento espectroeletroquimico, com reducdo em - 0,3 V
vs AQ/AQCIl para o complexo (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ evidencia
alteracoes espectroscdpicas na regido do ultravioleta e visivel semelhantes
ds observadas para o complexo (Ru(bdqi-COOH)(terpy)NO)3+ (Figura 43),
principalmente em relacdo ao desaparecimento da banda em 360 nm e

aparecimento de uma banda em 480 nm.
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Figura 43. Espectros na regido do UV-visivel em funcdo do tempo para o complexo
(Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ em solucdo tampdo pH = 2,03 apds aplicacdo de
potencial de - 0,30 V vs Ag/AgCl. Tempos de andlise: O; 2; 4; 6; 10; 20 minutos.

Cessada a elefrdlise, a solucdo do complexo (Ru(bdcat-
COOH)(terpy)NO)3+  permaneceu em repouso (cerca de 2 h) em
atmosfera de oxigénio e observou-se o aparecimento da banda em 510
nm caracterizada como a espécie (Ru(H20)(bdqi-COOH)(terpy))2+ (Figura
44).
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Figura 44. Espectros na regido do UV-visivel em funcdo do tempo para o complexo
(Ru(bdcat-COOH)(erpy)NO)3+ em solucdo tampdo pH = 2,03. Espectro inicial (preto),

apds eletrdlise em — 0,30 V vs Ag/AgCIl (vermelho), apds cessada eletrdlise: 45 minutos
(verde) e 2 horas (azul).

A formacdo da espécie (RuH20)(bdqgi-COOH)(erpy))?+  foi

comprovada pela deteccdo de NO apds eletrdlise & potencial controlado
em -0,3 V vs Ag/AQCI (Figura 45).
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Figura 45. Cronoamperograma para o complexo (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ em
solucdo fampdo pH = 2,03, sob eletrélise em - 0,30 V vs Ag/AgCl.

Além dos estudos relacionados aos processos redox na regido
catdédica (CA” e "B”) para os complexos (RuCterpy)(LNO) 3+ — L = bdqgi-
COOH e bdcat-COOH —, descritos anteriormente, faz-se necessdrio a
caracterizacdo dos processos na regido anddica "C” e "D” (Figura 47).

O voltamograma ciclico (Figura 46) com inicio em + 0,10 V vs
Ag/AgCl em sentido catddico até potencial de — 0,30 V vs Ag/AgCl e
revertido em sentido anddico até potencial de + 1,00 V vs Ag/AgCI
mostrou o aparecimento de um pico andédico em + 0,34 V vs Ag/AgCI
("D"). No entanto, quando o voltamograma ciclico é revertido em - 0,70 V

vs Ag/AgCIl, o pico anddico aparece em + 0,57 V vs AgQ/AgCI ("C”").
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Figura 46. Voltamogramas ciclicos para o complexo (Ru(bdcat-COOH)(erpy)NO)3+ em
solucdo tampdo pH = 2,03. Eletrdlito de suporte: NaBFs 0,1 mol L. (complexo)=1 x 103 mol
L1, Velocidade de varredura: 100 mV s,

As atribuicdes dos picos "C” e D" foram feitas com base no s
voltamogramas de pulso diferencial para o composto (Ru(bdcat-
COOH)(terpy)NO)3+.  Os voltamogramas foram  registrados apds
determinados periodos de eletrdlise em - 080 V vs Ag/AgCl. Os
voltamogramas foram iniciados em - -0,80 V vs Ag/AgCl e conduzidos e
+1,00 V vs Ag/AgCI (Figura 47).
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Figura 47. Voltamogramas de pulso diferencial, em solucdéo tampdo pH= 2,03, para o
complexo (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ durante eletrdlise a potencial controla em - 1,00
V vs Ag/AgCI. Tempo: Os (vermelho), 60s (preto), 180s (verde) e 780s(azul). Voltamograma
de pulso diferencial para o complexo (RuCl(bdqgi-COOH)(erpy))* (rosa).

O comportamento voltamétrico mostrado nessa figura evidencia a
formacdo de uma nova espécie, com potencial em + 0,40 V vs Ag/AgCl
(pico "C"). O pico “C” foi atribuido ao processo redox centrado no ligante
benzoquinonadiimina em comparacdo ao pico observado para o
complexo precursor (RuCl(bdaqi-COOH)(terpy))+ (Figura 47).

O voltamograma ciclico para o complexo (RuCl(bdagi-
COOH)(terpy))+ (Figura 48) foi iniciado em + 0,10 V vs Ag/AgCI, potencial
de cela aberta, em sentido catddico, resulfando no aparecimento de um
pico catdédico em - 0,29 V vs Ag/AgCI que foi caracterizado como sendo o
processo centrado no ligante benzoquinoadiimina (Ru'-bdgi-COOH/Rull-
bdcat-COOH). Em seguida, em sentido anddico foi observado um pico em
+ 042 V vs Ag/AgCl como sendo proveniente do processo oxidativo da
espécie (Ru(H20)(bdqgi-COOH)(ferpy))2+ que foi obtido por uma reacdo de
substituicdo do ligante cloreto no precursor utilizado. Muito provavelmente

este pico se deve ao processo centrado no ligante benzoqguinonadiimina.
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O esquema 14 representa 0 mecanismo eletroquimico envolvido

neste sistema.
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Figura 48. VVoltfamograma ciclico para o complexo (RuCl(bdqi-COOH)(terpy))*+ em solucdo
tampdo pH = 2,03. Eletrdlito de suporte: NaBFs 0,1 mol L-1. (complexo)=1 x 10 mol L.
Velocidade de varredura: 100 mV s,

+2e

2[RU™CI(bdgi-COOH)(terpy)]* [Ru™CI(bdcat-COOH)(terpy)]" + [Ru™(H,0)(bdcat-COOH)(terpy)]**

- 2H*
+2e’ |- 2H*

+2e |- 2H*
[Ru™CI(bdqi-COOH)(terpy)1*

[Ru'(H,0)(bdqi-COOH)(terpy)]** + CI"

Esquema 14. Provdvel mecanismo eletroquimico para o complexo (RuCl(odqgi-
COOH)(terpy))* em meio aquoso.

Assim, conclui-se que 0 mecanismo eletroquimico (Esquema 15) em

meio agquoso para os complexos (Rutterpy)(L)NO)3+ — L = bdcat-COOH e

bdqgi-COOH — envolve os ligante nitrosil e benzoquinonadiimina.
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Esquema 15. Mecanismo eletroquimico para os complexos (Rulterpy)(L)NO)3+ L = bdcat-
COOH (A) e bdgi-COOH (B) em meio aquoso.

5.4.1.2. Complexo (Ru(terpy)(2-pySH)2NO)3+

O voltamograma ciclico para o complexo (Ru(terpy)(2-pySH)2NO)3+
em meio aquoso Figura 49 mostra um par de pico redox em — 0,11 vs
AQ/AgCI ("A") e um pico de reducdo em - 0,40 vs Ag/AgQCIl ("B”). Os dois
picos "A” e "B” (Figura 49) foram aftribuidos as reducdes NO +/NOO e
NOO9/NO-, respectivamente. Estas atribuicdes foram feitas com base no

potencial de cela aberta, cujo valor foi de Vies= + 0,20 V vs Ag/AgCI.
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Figura 49. Voltamograma ciclico para o complexo (Ru(terpy)(2-pySH)2NO)3+ em solucdo
tfampdo pH = 2,03. Eletrdlito de suporte: NaBFs 0,1 mol L. (complexo)=1 x 10 mol L.
Velocidade de varredura: 20, 50, 100 e 200 mV s,

A caracterizacdo dos picos redox para o complexo (Ru(terpy)(2-
pySH).NO)3*+  em meio  aquoso  foram acompanhados  por
espectroeletroquimica e deteccdo de NO pelo NOmeter.

A eletrdlise em potencial confrolado da solucdo aquosa do
complexo (Rulltterpy)(2-pySH)2NO)3+ em - 0,25 V vs Ag/AgCI resultou na
diminuicdo da banda em 360 nm e no aparecimento de uma em 490 nm

Figura 50.
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Figura 50. Espectros na regi@o do UV-visivel em funcdo do tempo para o complexo
(Ru''tterpy)(2-pySH)2NO)3+ em solucdo tampdo pH = 2,03 apds aplicacdo de potencial de -
0,25V vs Ag/AgCl. Tempos de andlise: 0; 5; 10; 15 e 20 minutos.

O espectro do produto final da eletrdlise € semelhante ao da
espécie (Ru(H0)(terpy)(2-pySH)2)2+ (Figura 57), obtido in situ. Assim, pode-

se concluir que a espécie gerada é o agquo-complexo.
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Figura 51. Espectro eletrbnico qualitativo na regido do UV-visivel do complexo
(RuH20)erpy)(2-pySH)2)2+ em HCI 0,1 mol L.

A re-oxidacdo da solucdo em - 0,10 V vs Ag/AgCl ndo retornou ao
espectro inicial, ou seja o processo de reducdo NO*/NOO ndo pode ser
considerado como sendo eletroquimicamente reversivel em meio aquoso.
Baseado em tal discussdo fez-se eletrdlise em - 025 V vs Ag/AQCI e

acompanhou-se o processo utilizando-se NOmeter (Figura 52).
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Figura 52. Cronoamperograma para o complexo (Rulterpy)(2-pySH)2NO)3+ em solucdo
tampdo pH = 2,03. (Potencial de eletrdlise — 0,25 V vs Ag/AgCl.

Baseado Nnos resultados de voltametria ciclica e
espectroeletroquimica e pela comparacdo com o0s resultados da
literatura, podemos inferir 0 mecanismo elefroquimico para o complexo

(Rutterpy)(2-pySH)2NO)3+ em meio aquoso (Esquema 16).

[Rull(terpy)(2-pySH) 2NO-]+

+e- | picoB
pico A
[Rull(terpy)(2-pySH) 2NO+3+ —¢ > [Rull(terpy)(2-pySH),NO0]2+
pico C l -NOO

[RHHI(H2O)(terpy)(z_pysmz]3+"i__ [Rull(Hy0)(terpy)2-pySH)21™*

Esquema 16. Mecanismo eletroquimico para o complexo (Rulterpy)(2-pySH)2NO)3+ em
meio agquoso.
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5.5. Estudos Fotoquimicos

Os estudos fotoquimicos foram realizados no sistema de laser em
dois comprimentos de onda de irradiacdo (Air): 355 nm e 532 nm.

A razéo da escolha do comprimento de onda de irradiagcdo recai
sobre as linhas de energia disponiveis no equipamento (laser), bem como
pela avaliacdo dos espectros UV-visiveis das espécies nitrosilos de ruténio
discutidos neste frabalho.

A irradiacdo em 355 nm deve-se ao ombro na regido de 350 nm a
380 nm, caracteristico das espécies (Rulterpy)(LUNO)(PFe)3, L = ClI-, bpy,
bdcat-COOH e bdqi-COOH. Para fins de facilitar as interpretacoes
espectroscopicas, estamos apresentando novamente a Tabela 6. Esse
ombro, conforme discutido no item 5.3. foi atribuido como TCML devido &

fransicdo eletréonica d(Ru)—n*(NO+).

Tabela 6. Resultados de andlises de espectros na regido UV-visivel para os complexos
(Rutterpy)(L)NO)3+ em solu¢do aquosa.

Complexos A nm (log €)°
(Ru(bpy)(terpy)NO)3+ 230 (4,63); 277 (4.25); 288 (4,32); 305 (4,24);
332 (4,02); 358 (3.92)
(Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ 288 (4.21); 325 (4,11); 355 (3.98)
(Ru(bdqi-COOH)(terpy)NO)3+ | 285 (4,39); 324 (4,27); 358 (4,15); 510 (3.65)
(RuCla(terpy)NO)+ 272 (2,90); 320 (2,69): 375 (2,87): 484 (2,17)

a: solu¢do HCI 0,1 mol L
A irradiacdo em 532 nm foi feita para o complexo (Ru(bdagi-

COOH)(terpy)NO)3+ em razdo do mesmo apresentar banda em 510 nm
caracterizada como TCML d(Ruh)—r*(odqgi-COOH).
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5.5.1. Fotoquimica dos complexos (Ru(terpy)(L)NO)(PFs)3, L = CI-, bpy,
bdcat-COOH e bdqi-COOH com irradiacdo em 355 nm

A fotdlise dessas espécies foram realizadas em diferentes tampoes,
frifluoroacético (pH = 2,03) e acido acético/acetato de sdédio (pH = 4,50),
para evitar a formacdo do nitfro complexo de ruténio que ocorre

conforme o equilibrio abaixo:

(RU-NO*) + 20H- &> (RU-NO27) + H20

As espécies estudadas foram capazes de liberar éxido nitrico gasoso
(NOY) quando irradiadas em 355 nm e os mecanismos fotoquimicos foram
baseados na variacdo espectral na regido do UV-visivel e nos perfis de
corrente registrados pelo NOmeter, apds cada pulso de flash-fotdlise.

O monitoramento in situ de NO durante a fotdlise € uma maneira
indubitavel de provar a geracdo fotoquimica de 6xido nitrico (KOPPENOL,
1996; KUDO et al., 1997). O sinal gravado pelo sensor de NO gasoso aumenta
rapidamente quando a fotdlise € iniciada e diminui quando o feixe de luz &
inferrompido. O decréscimo de corrente se deve ao consumo de NO por
varios caminhos, principalmente a oxidacdo (FORD et al., 1993).

Experimentos similares foram realizados com uma solu¢do “branco”
(fampdo sem o complexo). A auséncia de sinal mostra que os resultados

observados s@o consistentes com a liberagcdo de NO.

5.5.1.2. Complexo (RuClz(terpy)NO)*

O perfil de corrente registrado pelo NOmeter para o complexo
(RuClo(terpy)NO)+ durante a fotdlise em 355 nm e pH = 2,03 estd

representado na Figura 53 e 54.
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Figura 53. Espectros na regido UV-visivel para o complexo (RuClx(terpy)NO)+ (1,0 x 104 mol
L") em solugcdo tampdo pH = 2,03 irradiado em 355 nm.
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Figura 54. Cronoamperograma do NO liberado para o complexo (RuClz(terpy)NO)+ (1,0 x
104 mol L'1) em solucdo tampdo pH = 2,03 irradiado em 355 nm.
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A Figura 59 mostra que a fotdlise em 355 nm para o complexo
(RuClo(terpy)NO)* resulta no aumento de infensidade das bandas na
regido do ultravioleta, 273, 317 e 377 nm, e visivel em 486 e 598 nm.

Embora a espectroscopia eletrénica seja vdlida para diagnosticar a
fotorreacdo de um composto (TOGNIOLO et al., 2001; SAUAIA et al., 2003,
OLIVEIRA et al., 2004), aparentemente no complexo (RuCl(terpy)NO)+ isto
ndo pode ser observado, jd que o espectro inicial do complexo nitrosilo
apresenta  caracteristicas  espectroscopicos semelhantes ao do
fotoproduto.

Assumindo que a banda em 377 nm €& TCML d (Ru)—xw*(terpy, NO*),
a iradiacdo em 355 nm promove fotoxidacdo e formacdo da espécie
{(RUMClo(terpy)NO9+}* no estado excitado. O ligante NO° tem fraca
atracdo pelo cenfro metdlico (RU'") e ¢é liberado da esfera de
coordenacdo do metal.

A razdo da semelhanca entre as espécies precursora e fotoproduto,
(RuClo(terpy)NO)* e (RuCls(terpy)) (Figura 55), pode estar centrado no
cardter “duro“do complexo contendo o fragmento Ru '-=NO+*. Neste caso
haveria uma menor densidade eletrdnica do Rudl), que poderia ser

comparado a uma espécie tipo Rudll) como no complexo (RuCls(terpy)).
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Figura 55. Espectros qualitativos na regido do UV-visivel para o complexo (RuCls(terpy))
(preto) em acetonitrila e (RuCla(terpy)NO)* (vermelho) em HCI 0,1 mol L.

O estudo com relacdo a labilizacdo de ion cloreto foi abordado
durante os experimentos fotoquimicos para o complexo (RuClz(terpy)NO)+,
Assim, foi necessdria a utilizacdo de técnicas especificas, as quais
envolveram cromatografia em coluna e absorcdo atdmica. A técnica
levou em consideracdo o fato de ocorrer a precipitacdo dos ions cloretos
na forma do sal AQCI (Kps= 1,35 x 10-19) (HARRIS, 1999).

Para tal deducdo foi feito uma curva padrdo com intervalos de
concentracdo para ions prata de 1,0; 2,0; 4,0; 5,0 e 10,0 ppm conforme no
iten 420 (Figura b6). A concentracdo de prata obfida em
(RuClo(terpy)NO)* foi comparada aquela em "B” (item 4.20) para efeito de

cdlculo da concentracdo de ions cloreto apds a fotdlise da solucdo.
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Figura 56. Curva padrdo para quantificacdo de ions prata por absorcdo atdmica.
(Equacdo da reta: y=A + Bx, onde A= 6,26x104 e B= 0,04236 R=0,99995).

Desta forma, sugeriu-se que a labilidade do ion cloreto somente
ocorreria se o processo de fotoexcitacdo tivesse ocorrido na banda de CL
(d-d), hagja visto que o orbital de cardter e4” teria como um dos
componentes o orbital atémico atribuido ao ligante cloreto. Isto
possibilitaria concluir que o orbital de cardter eg* poderia ser populado por
iradiacdo direta em 355 nm ou ainda por processo de inter-conversdo.
Desta forma, poder-se-ia uma descricdo simplificada do diagrama de

orbitais moleculares poderia ser como representado na Figura 57.
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Figura 57. Diagrama de energia simplificado para o complexo (Ru(Clz(terpy)NO)+

Os resulfados obtidos mostraram que a solucdo do complexo
(RuClo(terpy)NO)+ fotolisada em 355 nm apresentou apenas labilidade do

ligante NO (Esquema 17).

[RuIIClz(terpy)(NO+)]+35l> ([Ru™MCly(terpy)(NONT* } #——» [Ru"'Cly(terpy)(H,0)]"
nm

Esquema 17. Provdavel mecanismo fotoquimico para o complexo (RuClz(terpy)NO)+ sob
iradiacdo em 355 nm.

5.5.1.3. Complexo (Ru(bpy)(terpy)NO)3+*

A variacdo espectral na regido do UV-visivel e o perfil de corrente
registrado pelo NOmeter para o complexo (Ru(bpy)erpy)NO)3+ durante a

fotdlise em 355 nm em pH = 2,03 estdo representados na Figuras 58 e 59.
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Figura 58. Variacdo espectral na regido do UV-visivel do complexo (Rulbpy)(terpy)(NO))3+,
em solucdo tampdo trifluoracético, pH = 2,03, apds cada irradiacdo de energia de 15 mJ

pulso! em 355 nm. Tempos de irradiacdo: 0s, 15,45s,9s, 195,24 s, (complexo) = 5,87 x 105
mol LT,
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Figura 59: Cronoamperograma do NO liberado para o complexo (Ru(bpy)terpy)NO)3+ (1,0
x 104 mol L'1) em solu¢cdo tampdo pH = 2,08 irradiado em 355 nm.
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A Figura 64 mostra que a fotdlise em 355 nm para o complexo
(Ru(bpy)terpy)NO)3+ resulta no aumento de intfensidade das bandas na
regido do ultravioleta, 273 e 310 nm. A banda em 365 nm atribuida como
sendo TCML d;Ruh—zm*(bpy, NO*), diminui sua intensidade com a
irradiacé&o em 355 nm em consequéncia da saida do ligante NO° da esfera
de coordenacdo do metal. A medida que ocorre a labilizacdo do NO hd
a coodenacdo de uma molécula de solvente (H.O), o que condiz com o
aumento da banda em 470 nm.

Conforme descrito anteriormente, ao irradiar na banda TCML
d(RuN—-*(NO*) do complexo (Ru(bpy)terpy)NO)3+ ocorreria fotoxidacdo
e formacdo da espécie {(Rul(bpy)derpy)NOO)3+}* no estado excitado e
consequente substituicdo do NO por uma molécula de H.O dando origem
como fotoproduto a espécie (Rull(H20)(bpy)(terpy))3+.

No entanto, o perfil espectral da espécie formada condiz com o
espectro da espécie (RU'(H0O)(bpy)(terpy))?+ (TAKEUCHI et al., 1984), que
mostra uma banda TCML devido as transicdes entre os orbitais do metal e
dos ligantes insaturados, que seriaom diferentes dos obtidos para a espécie

(RU(H20)(bpy)erpy))3+, conforme Figura 60.
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Figura 60. Espectfros qualitativos na regi@do do UV-visivel da espécie
(RU'(H20)(bpy)(terpy))2+ (vermelho) e de sua oxidacdo a potencial controlado + 0,80 V vs
Ag/AgCl, originando a espécie (RU(H20)(bpy)(terpy))3+ (preto). (complexo)=4,9 x10¢ mol
L1,

Acreditamos que ao irradiar o complexo (Ru(bpy)erpy)NO)3+ em
355 nm, hd a populacdo de dois estados de fransicdo: TCML
d(RUN—->7*(NO*) e d-d. A excitacdo da TCML promove a fotooxidacdo e
consequente formacdo do foto-produto (Rul(H2O)(bpy)(terpy))3+ e na d-d
tem-se a formacdo da espécie (Rull(H2O)(bpy)(terpy))2+.

Neste caso, para elucidar o mecanismo fotoquimico do complexo
(Rulbpy)(terpy)NO)3+, utilizou-se, a técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC). Foram feitos cromatogramas da solucdo contendo
o complexo (Ru(bpy)terpy)NO)3+ antes e depois da irradiacdo em 355 nm
e cromatogramas contendo as espécies aquo  complexos,

(RultH0)(bpy)terpy))®+ e  (RUl(H20)(bpy)(terpy))?+, sintetizadas in  situ
(Figura 61).
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Figura 61. Cromatogramas obtidos: A) (Ru'(bpy)terpy)NO)3+ antes de irradiar em 355 nm,_
B) (Ru'(H20)(bpy)(terpy))?+, C) (RU"(H20)(bpy)(terpy))3+ e D) (Ru'(bpy)(terpy)(NO)3+ apds de
irradiar em 355 nm.

O cromatograma do complexo (Ru(bpy)terpy)NO)3+  apds
irradiacdo em 355 nm (Figura 61 D), mostrou a existéncia de trés espécies
com tempos de retencdo diferentes. Isto € consistente com a atribuicdo
de que foram formadas trés espécies diferentes contendo o ion ruténio. A
julgar pelos cromatogramas representados na Figuras 61 A, B e C poder-se-
ia esperar que estas espécies fossem  caracterizadas como
(Ru'(bpy)(terpy)NO)3+, (Rul(H20)(bpy)(terpy))?+ e (Rull(H20)(bpy)(terpy))®* .

respectivamente. Cabe ressaltar que o tempo de retfencdo observado na
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Figura 61 C é ligeiramente diferente daquele observado na Figura 61 D. De
certa forma isto pode ser explicado em funcdo do efeito ocasionado pelo
meio. A conclusdo em dafirmar se agquele pico em tempo de retencdo ao
redor de 15 min como devido a formacdo da espécie
(RU(H20)(bpy)(terpy))3+ alicercada nas medidas de NO feitas pelo
NOmeter (Figura 59). Assim, podemos deduzir que quando hd populacdo
dos estados TCML dar-se-ia origem as espécies (RU'l(HO)(bpy)Terpy))3+ e
NQOO,

De fato dados sobre a fotoguimica de complexos andlogos
polipiridinicos (CASPAR & MEYER, 1983; SUEN et al., 1989; TYSON et al., 2001)
mostram que a excitacdo eletrénica nesta regido (355 nm) pode popular
eletronicamente os estados d-d devido a desativacdo térmica do estado
excitado TCML.

Com base nos resultados obtidos por HPLC, NOmeter e
espectroscopia na regido do UV-visivel, o mecanismo fotoquimico para o
complexo (Ru(bpy)terpy)NO)3+ quando irradiado em 355 nm pode ser

descrito como aquele apresentado no Esquema 18.

TCML
——>[Ru'(H,0)(bpy)(terpy)I** + NQ°

hv
[Ru'(bpy)(terpy)NOTT**  ——
355 nm

—dd_» [RuM(H,0)(bpy)(terpy)]**  + NO*

Esquema 18. Mecanismo fotoquimico do complexo (Ru(bpy)erpy)NO)3+ sob irradiacdo
em 355 nm (de LIMA et al., 2008b).

Em comparacdo qos resultados fotoquimicos obtidos para o
complexo (RuClx(terpy)NO)+ infere-se que hd inversdo na energia dos
orbitais eg* e n*. Provavelmente o efeito - e n-doador do ligante cloreto
seja responsavel pelo aumento da energia do orbital eg* (Figura 57) no

complexo (RuClo(terpy)NO)+.
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5.5.1.4. Complexos (Ru(terpy)(L)NO)3+ L = bdcat-COOH e bdqi-COOH

A variacdo espectral na regido do UV-visivel e o perfil de corrente
registrado pelo NOmeter para os complexos (RuCterpy)(LNO)3+, L = bdcat-
COOH e bdqgi-COOH durante a fotdlise em 355 nm em pH = 4,50 estdo

representados na Figuras 62 a 65, respectivamente.
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Figura 62. Variacdo espectral na regido do UV-visivel do complexo (Ru(bdcat-

COOH)(terpy)NO)3+, em solucdo tampdo acetato pH = 4,50, apds cada irradiacdo de

energia de 15 mJ pulso! em 355 nm. Tempos de irradiagcdo: Os, 1s, 4s, 95, 1 s e 24s,
(complexo) = 5,87 x 10 mol L.
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Figura 63. Cronoamperograma do NO liberado para o complexo (Ru(bdcat-
COOH)(terpy)NO)3+ (1,0 x 104 mol L) em solugdo tampdo acetato pH = 4,50 e irradiado
em 355 nm.
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Figura 64. Variacdo espectral na regi@o do UV-visivel do complexo (Ru(bdgi-
COOH)(terpy)NO)3+, em solucdo tampdo acetato pH = 4,50, apds cada irradiacdo de

energia de 15 mJ pulso’ em 355 nm. Tempos de irradiacdo: 0s, 1s, 4s, 9s, 195 e 24s,
(complexo) = 5,87 x 10> mol L.
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Figura 65. Cronoamperograma do NO liberado para o complexo (Ru(bdqi-

COOH)(terpy)NO)3+ (1,0 x 104 mol L'T) em solugcdo tampdo acetato pH = 4,50 irradiado em
355 nm.



As Figuras 62 e 64 mostraram que a alteracdo espectral para os
compostos (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ e (Ru(bdqi-COOH)(erpy)NO)3+,
apds fotdlise em 355 nm, resultaram na diminuicdo do ombro em 360 nm
caracterizado como uma banda de TCML d(Ruh)—r*(NO+). Para ambos
compostos nitrosilos a diminuicdo da banda em 360 nm e o aumento da
banda em 500 nm sdo devidas o processo de saida do ligante NOO e
consequente substituicdo do NO por uma molécula de H.O dando origem
a espécie (RU'(H0)(bdaqi-COOH)(terpy))2+. Tal atribuicdo leva em
consideracdo a semelhanca espectroscdpica entre o espectro dos
fotoprodutos e o da espécie (Ru(H20)(bdgi-COOH)(terpy))2+, previamente
sintetizado (Figura 66).
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Figura 66. Variacdo espectral na regido do UV-visivel do complexo (Ru(H20)(bdqgi-
COOH)(terpy))2t, em HCI 0,1 mol L.

Tendo em vista os resultados espectroscdpicos e  0s
cronoamperogramas, podemaos descrever o mecanismo fotoquimico para

o complexo (Ru(bdgi-COOH)(erpy)NO)3+ sob iradiacdo em 355 nm
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(Esquema 19) de forma semelhante ao obtido para o complexo
(Ru(bpy)terpy)NO)3+.

TN RU™(H,0)(bdgi-COOH)(terpy) P+ + NO°

[Ru"(bdqi-COOH)(terpy)NO*T* M

355 nm

L dd o Ru'(H,0)(bdqi-COOH)(terpy)]**  + NO*

Esquema 19. Reatividade fotoquimica do complexo (Ru(bodgi-COOH)(erpy)NO)3+ sob
iradiacdo em 355 nm.

A caracteristica espectroscopica do fotoproduto da irradiacdo em
355 nm para o complexo (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ foi semelhante
aquela para o complexo com ligante bdqgi-COOH. Tal evidéncia torna
necessdria a investigacdo sobre a alteracdo no estado de oxidacdo do
ligante benzoquinonadiimina (Ru'lcatecol/Ru'quinona) apds fotdlise em 355
nm.

As espécies redox para o ligante benzoguinonadiimina podem sofrer
influéncia do oxigénio do meio reacional. Neste caso, avaliamos o
comportamento espectroscopico do complexo (Ru(bdcat-
COOH)(terpy)NO)3+ sob irradiacdo em 355 nm sob atmosfera de argdnio
(Figura 67).
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Figura 67. Espectros de absorcdo na regido do visivel do complexo (Ru(bdcat-
COOH)(terpy)NO)3+ (preto), em solugcdo tampdo acetato pH = 4,50, apds irradiacdo em
355 nm em atmosfera de argdnio (vermelho e verde).

Os espectros de absorcdo na regido do visivel para o complexo
(Ru(bdcat-COOH)(terpy)NQO)3+ fotolisado em 355 nm em atmosfera de
argdnio, mostrou a formagcdo de uma banda em 485 nm. Esta banda foi
caracterizada como sendo a espécie (Ru(H20)(bdcat-COOH)(terpy))2+.
Tal atribuicdo foi feita baseada na semelhanca espectroscdpica com o
complexo (Ru'(bpy)(bdcat-COOH))2+, que mostra uma banda de TCML
da fransicdo d;Ru()—-n*(bpy) em 478 nm (MASUI, 1993). Assim, supde-se que
a banda em 485 nm observada nos estudos de fotdlise para o complexo
(Ru(bdcat-COOH)(terpy)NQO)3+ deve-se provavelmente a transicdo
d:RulD)—r*(terpy).

No entanto, a espécie aquo-complexo (Ru(H2O)(bdcat-
COOH)(erpy))2* ndo se mostrou estavel em presenca de oxigénio (Figura
68).
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Figura 68. Espectros de absorcdo na regido do visivel do complexo (Ru(H20)(bdcat-
CQQH?(Terpy))2+ (preto), em solucdo tampdo acetato pH = 4,60, em presenca de
oxigénio.

Claramente a variacdo espectral observada na fotdlise do
(Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ na auséncia e na presenca de oxigénio &
consistente ao processo oxidimétrico acoplado ao processo de labilizacdo
fotoquimica. Provavelmente, a conversdo de Ru'-bdcat-COOH em Rull-
bdgi-COOH ocorra devido a um processo de oxidacdo do ligante catecol
em quinona oriunda da presenca de oxigénio no meio.

O mecanismo fotogquimico da fotdlise em 355 nm do complexo
(Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ em presenca de oxigénio pode ser

representado conforme o Esquema 20.
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TCML I 043+
—>{[Ru"(bdcat-COOH)(terpy)NO"] }—1

h
[Ru"(bdcat-COOH)(terpy)NO* P+ —— o . .
355n [Ru™(H,0)(bdcat-COOH)(terpy)]”" + NO

dd I 2+ +
—— [Ru~(H,0)(bdcat-COOH)(terpy)]*" + NO

+Ozl

[Ru'(H,0)(bdqi-COOH)(terpy)]**

Esquema 20. Mecanismo fotoquimico do complexo (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ sob
iradiacdo em 355 nm.

Assim sendo, a semelhanca espectroscopica entre ambas as
espécies nitrosilos se justifica através de processo fotoquimico seguido de

Processo quimico.

5.5.1.5. Complexo (Ru(NO2)(bpy)(terpy))*

Diante da limitada estabilidade dos complexos nitrosilos de ruténio
em funcdo do pH do meio e levando em consideracdo o interesse de
aplicacdo dessas espécies como doadoras de NO em ambiente
fisiolégico, cujo pH é proximo de 7,40, estudou-se a fotorreatividade do
nitfro complexo de ruténio.

O complexo (RUNO2)(bpy)(terpy))* foi gerado em solucdo agquosa
com pH acima de 3,0. A formacdo do nitrito coordenado pode ocorrer em
duas etapas distintas (Equacdes 14 e 15), conforme constatou Togano et

al., (1992) para as espécies trans-(RuL(bpy)2(NO))2+, em que L € Cl- e OH-.

[Ru(bpy)(terpy)(NOJI™* + OH === [Ru(BPY)(terpy)(NOHI™* 1 1

Ko
[Ru(bpY)(terpy)(NO;H)I™* + OH==== [Rulbpy)(terpy)(NORI"™?*+ H,0 (15

O perfil espectrofotométrico na regido do UV-visivel para o

complexo nitrosilo de ruténio estd mostrado na Figura 69 em pH = 7,40.
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Figura 69. Espectros de absorcdo na regido do visivel do complexo (Ru(NO2)(bpy)(terpy))+,
em solucdo tampdo fosfato, pH = 7,40. (complexo) = 3,0 x 105 mol L.

As bandas na regido do ultravioleta foram atribuidas & transicdo
inferna © — ©* dos ligantes insaturados — 240 nm (log € = 4,16); 274 nm (log
e =4,26); 282 nm (log € = 4,34) e 308 nm (log € = 4,27); 330 nm (log € = 3.97)
— e as bandas na regido do visivel, 420nm (og € = 3.69) e 448 nm (log € =
3,72), sao atribuidas a TCML devido as transicoes d(Ruh)—rn*(NO2, bpy). O
ombro na regido de 330 nm tem uma contribuicdo da transicdo interna do
NO2. Conforme descrito por De Leo e Ford (2000), complexos metdlicos
que possuem o ligante nifrito podem apresentar uma banda na regido de
200 nm a 400 nm devido & transicdo interna n — n* do NO2.

A variacdo espectral na regido do UV-visivel e 0©s
cronoamperogramas registrados pelo NOmeter, apds cada pulso de flash-
fotdlise em 355 nm para as espécies (RUNO2)(bpy)derpy))+, podem ser
visualisados nas Figuras de 70 e 71.
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Figura 70. Variacdo espectral na regido do UV-visivel do complexo (RuNO2)(bpy)(terpy))+,

em solucdo tampdo fosfato, pH = 7,40, apds cada irradiacdo de energia de 15 mJ pulso-!
em 355 nm. Tempos de irradiacdo: 0s, 1s,45s,95s, 195,24 s. (complexo) = 5,87 x 105 mol L.
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Figura 71. cronoamperograma do NO liberado para o complexo (RuNO2)(bpy)terpy))+
(1,0x 104 mol 1) em tampdo fosfato pH = 7,40 irradiado em 355 nm.
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Observa-se que durante a fotdlise, ocorre uma diminuicdo das
bandas em 415 e 448 nm e o aparecimento de uma na regido de 460 nm.
Esta banda é caracteristica do aquo-complexo (Ru(H20)(bpy)terpy))2+.

Baseando-se nos dados espectroscopicos, identificou-se o complexo
(Ru(H20)(bpy)(terpy))2+ como produto da fotdlise de
(RUNO(bpy)derpy))+ A principio, esse mecanismo fotoquimico poderia
ser semelhante dquele descrito por Carlos et al., (2004b) (Esquema 21) e
similar ao proposto por Lorkovik (1998) para uma classe de complexos que
contém porfirina como co-ligante. Porém, alguns ensaios farmacoldgicos

(item 4.21) nos conduziram a um mecanismo diferente daqueles até entéo

Propostos.
trans—[Ru(NH3)4(N02)P(0Et)3]+%r; trans-[RU(NH3)4(H20)P(OEt)3]** + NOy
NOy _Y _ NO + O
355 nm

Esquema 21. Mecanismo fotoquimico para frans-(RUNH3)a(NO2)P(OE)3)(PFs) com Air = 355
nm (CARLOS et al., 2004b).

Para elucidar o mecanismo fotoguimico do complexo
(RUNO2)(bpy)(terpy))* ufilizou-se da técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Foram feitos cromatogramas do nitro complexo antfes e
depois de irradiar em 355 nm e solu¢cdo contendo aquo complexo (Figura
72). As especificagcdes do aparelho e as condi¢gdes utilizadas estdo

descritas no item 4.13.
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Figura 72. Cromatogramas obtidos dos ions: A) (RuNO2)(bpy)(terpy))+ depois de irradiar
em 355 nm, B) (RuNO2)(py)terpy)* antes de iradiar em 35 nm, C)
(Ru(H20)(bpy)terpy))2+ e D) sal NaNO:..

A Figura 72 mostra que os picos obfidos no cromatograma da
solucdo irradiada possuem os mesmos tempos de retencdo da solucdo
antes de irradiar e da solucdo contendo o aquo complexo. Esse resultado
confirma a idéia de formacdo da espécie (RuH20)(bpy)derpy))2+ como
produto da irradiacdo do (Ru(NO2)(bpy)(terpy))+.

Neste trabalho n&o foi observada formacdo significativa do ion
nitrito apds a fotdlise, pois ao eluir pela coluna uma solucdo contento
NaNO2, é observado um pico com tr de 4,26 min (Figura 72 D). As solugdes
iradiadas contendo os nitro complexos de ruténio ndo apresentaram pico
em 4,26 min, que seria referente a presenca de nitrito como produto da
irradiacdo.

Com base nos resultados obtidos por HPLC, NOmeter,
espectroscopia na regido do UV-visivel e nos estudos fotoquimicos de

solucdes contendo NaNO2, acredita-se que ocorrem preferencialmente as
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reacdes (10), (11) e (12) representadas no Esquema 22 (de LIMA et al.,
20050). A formacdo da espécie cis-(Ru'(H20)(bpy)(terpy))+, evidenciada
pelo espectro final da fotdlise e por HPLC, ocorre a partir da reducdo do
complexo (RU'(OH)(bpy)(terpy))2t. Este & originado pela quebra da
ligacdo nitrogénio e oxigénio do nitro complexo no estado excitado

{(RUNNO2)(bpy)(terpy))*}*, formado pela irradiacdo em 355 nm.

[Ru"(NO)(bpy)(terpy)]” + HZO%- [Ru"(H20)(bpy)(terpy)** + NOy (10)
nm
NOy — NO +0O°- 11
2 "355 nm * (1)
hn
[Ru(NO)(bpy)(terpy)]* + H20355 nm  [Ru'(OH)(bpy)(terpy)]2* + OH- + NO (12)
[Ru(NO)(bpy)(terpy)]*__ {[RU"(NOy)(bpy) (terpy)]2}* (13)
355 nm

[Ru'(OH)(bpy)(terpy)I?* + {[Ru''(NO>)(bpy)(terpy)]>}*

H+

[Ru''(H20)(bpy)(terpy)l?* + [Ru"(NO2)(bpy)(terpy)I>* (14)

Esquema 22. Reacdes fotoquimicas geradas pela irradiacdo em 355 nm da espécie
(RUNO2)(bpy)(terpy))* (de LIMA et al., 2005a).

5.5.2. Rendimento qudntico da liberacdo de NO (¢no) em 355 nm dos
complexos de ruténio

O cdlculo do rendimento quantico de liberacdo de NO, quando os
complexos de ruténio foram submetidos & irradiacdo em 355 nm, foi
realizado conforme descrito no item 4.13. Os resultados estdo resumidos na
Tabela 7.

Tabela 7. Valores de déno em 355 nm para os complexos de ruténio.
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Complexo ®(NO) em 355 nm (mol einstein-')
(RuClz(terpy)NO)* 0.85 + 0,039
(Ru(bpy)(terpy)NO)3+ 0,14+0,02¢9
(Ru(odcat-COOH)(terpy)NO)3+ 046 +£0,02°
(Ru(bdai-COOH)(terpy)NO)3+ 047 +£0,03°
(RUNNO2)(bpy)(terpy))* 0,04+001¢

a)pH=203;b)pH=450;c)pH =740

Analisando os valores da Tabela 7, para os compostos nitrosilos
(RuCterpy)(LNQO)3+, percebe-se uma diminuicdo de ¢gno com o aumento da
capacidade mn-receptora do ligante L. Ou seja, ono(Cl) > dno(odcat-
COOH) > ono(bdgi-COOH) > ¢gno(bpy).

Para o nitfro complexo de ruténio, (RUNO2)(bpy)(terpy))*, os valores
de ono sGo menores que para os nitrosilos complexos, pois para estas
espécies a irradiacdo em 355 nm é bem proxima da banda de TCML
d.(Ru") — n*(NO), que ocorre na regido de 360 nm. J& no complexo nitro o

processo de labilizacdo do NO segue mecanismo diferente.

5.5.3. Estudo Fotoquimico para o complexo (Ru(bdqi-COOH)(terpy)NO)3+
sob irradiacdo em 532 nm.

Considerando que o complexo (Ru(bdgi-COOH)(erpy)NO)3+ possui
uma banda na regido do visivel em 532 nm, propusemos o estudo
fotoquimico de liberacdo de NO desse complexo sob irradiacdo em 532

nm.
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A variacdo espectral na regido do UV-visivel e o perfil de corrente
registrado pelo NOmeter para o complexo (Ru(bdqgi-COOH)(erpy)NO)3+

durante a fotdlise em 532 nm estdo representados na Figuras 73 e 74.
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Figura 73. Variacdo espectral na regido do UV-visivel do complexo (Ru(bdgi-
COOH)(ferpy)NO)3+, em solucdo tampdo acetato, pH = 4,50, apds cada irradiacdo de
energia de 10 mJ pulso! em 532 nm. Tempos de irradiagcdo: Os, 1s, 4s, 9s, 19s e 24s,
(complexo) = 5,87 x 105> mol L.
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Figura 74. Cronoamperograma do NO liberado para o complexo (Ru(bdqgi-

COOH)(terpy)NO)3+ (1,0 x 104 mol L'T) em solugcdo tampdo acetato pH = 4,50 irradiado em
532 nm.

Durante a fotdlise em 532 nm para o complexo (Ru(bdqi-
COOH)(terpy)NO)3+ (Figura 73) ndo houve grande variaocdo espectral,
como observado para a irradiacdo em 355 nm. O valor de ¢no sob fotdlise
em 532 nm foi igual a 0,0065 + 0,0003 mol einstein-!, inferior cerca de 100
vezes o valor de ¢ono obtido quando o complexo foi irradiado em 355 nm.

Tais evidéncias podem ser justificadas com base no mecanismo
fotoquimico  (Esquema 23). Quando o complexo  (Ru(bdqgi-
COOH)(erpy)NO)3+ é irradiado em 532 nm, ocorre excitacdo na banda
TCML  dRu—r*(bdgi-COOH) e formacdo da espécie {(RuU'(bdsq-
COOH)(terpy)NO*)4+}*  (EBADI & LEVER, 1999) no estado excitado.
Acreditaomos que o ligante benzoquinona diimina coordenado ao metal
ruténio, quando fotoexcitado pode haver a fotorredu¢cdo do ligante no
estado de oxidacdo quinona para semiquinona. A espécie semiquinona é
um radical que no caso, pode transferir elétrons para o ligante nitrosil e
assim produzir &xido nitrico.

O provavel mecanismo da fotdlise do complexo (Ru(bdagi-

COOH)(terpy)NO)3+ em 532 nm pode ser descrito no esquema 23.
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3+ hv /_\

[RuH(bdqi-COOH)(terpy)NO+] —»{[RuHI(bdsq—COOH)(terpy)NO+]3+}*
532 nm

ke

[Ru™(H,0)(bdgi-COOH)(terpy)]>*

Esquema 23. ProvdAvel mecanismo fotoquimico para o complexo (Ru(bdqgi-
COOH)(terpy)NO)3+ sob irradiagcdo em 532 nm.

Haja visto que o rendimento qudntico deve ser proporcional a
constante de transferéncia de elétrons (ke). O baixo valor de d¢no
enconfrado para iradiagcdo em 5832 nm do complexo (Ru(bdqi-

COOH)(terpy)NO)3+ deve ser reflexo da baixa eficiéncia de Ke.

5.6. Fotossensibilizacao

Visando a aplica¢cdo dos complexos nitrosilos de ruténio em terpaia
fotodindmica e baseado no estudo de fransferéncia eletronica
fotoinduzida inframolecular para o) complexo binuclear
(RU(NH3)s(pz)Rubpy)2NO)5+ (SAUAIA et al., 2003; SAUAIA et al., 2005), sugerimos
o estudo de fransferéncia eletrbnica entre dois complexo de ruténio a
partir da mistura fisica entre eles.

Os processos de transferéncia eletronica fotoinduzida podem ser
divididos em dois fipos (Figura 75): segundo um mecanismo de esfera
externa, sem quebra ou formacdo intermedidria de ligacdo quimica; e
aquelas que se processam de acordo com um mecanismo de esfera
interna, onde um ligante do fipo ponte conecta os grupos doadores e
receptores em um complexo binuclear infermedidrio durante a
fransferéncia eletronica (ROCHA & TOMA, 2002).
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Figura 75. Representacdes das unidades doadoras e receptoras para transferéncia
eletrébnica de esfera interna (A) e externa (B).

No caso de transferéncia eletronica intermolecular (esfera externa) a
velocidade de transferéncia de elétrons entre os membros que compdem
o sistema € sensivel ao tipo de solvente e & adicdo de eletrdlito do meio.
Trata-se de um fendmeno difusional.

A caracteristica espectroscopica para e} Composto
fotossensibilizador € a alta absortividade molar no comprimento de onda
da irradiacdo. Isto se deve d maior probabilidade de se obter moléculas
no estado excitado susceptiveis ao processo de transferéncia de elétrons
(BARTHOLO & DAVINSON, 1971; GUPTA & DAHMIWAL, 1996; CRIADO et al., 2003;
SHEN et al., 2003, HYIID et al., 2003). Este processo fotoquimico é semelhante
ao processo natural da fotossintese. Na fotossintese, o fotossensibilizador
(clorofila) converte luz em energia devido ao processo de separacdo de
cargas: o sensibilizador é eletronicamente excitado formando um sistema
de cargas opostas (D*-R) (ZHANG et al., 2002). O complexo selecionado

para este presente estudo € a espécie (RUuNHs)s(pirazina))2+ (Figura 76).
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Figura 76. Estrutura do complexo fotoeletrossensibilizador (Ru(NHs)s(pirazina))2+.

Estudos prévios (MALOUF & FORD, 1977; BENTO & TFOUNI, 1988; MARTINEZ
et al., 1997), mostraram a fotdlise dos complexos de ruténio com ligantes
piridinicos em Amax na regido de 500 a 600 nm. As bandas nesta regido sdo
formalmente caracterizadas como TCML Rud-ligante piridinico e quando
fotoexcitados produzem espécies do tipo ((NH3)sRu'-X-)2+, onde o ion Rudlll)
estd coordenado ao ion X. Estes complexos, como por exemplo ((NH3)sRu'l-
X)2+, ndo sdo reativos em relacdo ao processo de fotossubstituicdo quando
fotolisados na banda TCML (MALOUF & FORD, 1977).

O espectro do complexo (Ru(NHs)s(pirazina-H))3+ (Figura 77) mostram
um alto valor de absorvitividade molar na banda TCML em 530 nm (log € =
4,08) em meio acido (BENTO & TFOUNI, 1988).
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Figura 77. Espectro na regido do UV-visivel para o complexo (Ru(NHs)s(pzH))3+ em HCI 0,1
mol L.

Ao irradiarmos o complexo (Rubpy)(terpy)NO+*)3+ sozinho em 532 nm
e analisd-lo por eletrodo seletivo NOmeter, nGo observou saida de 6xido
nitrico (considerando a sensibilidade do aparelho).

O fotossensibilizador bem como o complexo foram irradiados
isoladamente e ndo mostraram alteracdes fotoquimicas sob irradiacdo em
532 nm. Passou-se a analisar uma mistura de solugcdes em proporcdo 1:2
dos complexos (Ru(bpy)terpy)NO+)3+ e (Ru(NHa3)s(pz-H))3+.

No primeiro teste, propusemos a mistura dos dois complexos no
escuro e mensuramos a saida de NO. Observou-se a saida cerca de 5,0 x
102 mol LT de éxido nitrico.

O segundo procedimento foi misturar os dois complexos e irradiar em
532 nm (Figura 78). A irradia¢cdo de luz potencializou a saida de NO em

cercade 3,5x 107 mol L.
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Figura 78. Cronoamperograma da mistura 1:2 dos complexos (Ru(bpy)(terpy)NO+)3+ e
(Ru(NHs)s(pz-H))3+ sob irradia¢do em 532 nm.

Pode-se considerar baixa a quantidade de &xido nitrico liberado no
primeiro teste (N0 escuro) em relacdo ao segundo (com luz). No entanto, a
explicacdo para a reacdo Nno escuro pode ser discutida com base em
uma provavel reacdo redox entre os dois complexos.

Neste caso, foi necessario um estudo detalhado com relacdo aos
potenciais eletroquimicos das espécies envolvidas nos sistemas.

Inicialmente se fez o estudo de voltametria de pulso diferencial para a
espécie fotossensibilizadora (RU'(NHz)s(pz-H))3* em solugcdo tampdo pH =
2,03 (Figura 79).
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Figura 79. Voltamograma de pulso diferencial para o complexo (RU'(NHs)s(pz-H))3*+ em
solucdo fampdo pH=2,03. Eletrdlito de suporte KCI 0,1 mol L.

A Figura 79 mostra um voltamograma de pulso diferencial do
complexo (Ru(NHas)s(pz-H))3+ entre 0,00 V a + 0,70 V vs Ag/AgCI. Iniciando-
se a varredura no senfido anddico, vé-se o processo de oxidacdo
cenfrado no metal (Ru'-pz/Rull-pz) em + 0,40 V vs Ag/AgCl.

Quando sobrepusemos 0s voltamogramas de pulso diferencial para
o complexo (Ru(bpy)erpy)NO)3+ (onde "A”"= NO 0/NO*) e para a espécie
fotoeletrossensibilizadora (Ru''(NHs)s(pz-H))3* (onde ™B"= Ru'l-pz/Ru'-pz)
(Figura 80), observamos um potencial de interpolacdo em + 0,34 V vs
AgQ/AgCl. Este experimento justifica a capacidoade da espécie
(RU'(NH3)s(pz-H))3+ em promover a reducdo do oxido nitrico pelo complexo
(Ru(bpy)(terpy)NO)3+,
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Figura 80. Voltamograma de pulso diferencial para os complexos (RU'(NHs)s(pz-H))3+
(vermelho) e (Ru(bpy)erpy)NO)3+ (preto) em solucdo tampdo pH = 2,03. Eletrdlito de
suporte KCI 0,1 mol L.

Mesmo pela comprovada atividade redox enfre a mistura dos dois
complexos, a luz permitiu potencializar a saida de NO. Para tanto, tornou-
se vantgjoso o estudo de ftransferéncia eletrbnica fotoinduzida
intfermolecular para tal sistema.

Foram feitos estudos do comportamento espectroscdpico e medida
cronoamperomeétrica de NO da mistura complexo (Ru(bpy)terpy)NO+)3+ e

(RU(NH3)s(pz-H))3+ sob irradiacdo em 532 nm (Figuras 81 e 82).
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Figura 81. Espectros na regido do UV-visivel da mistura (2:1) ((Ru(bpy)terpy)NO+)3+ e
(RU(NH3)s(pz-H))3+) em solucdo tampdo pH=2,03 e irradiado em 532 nm. (complexos)=2,5 x
105 mol L. Espectro inicial (azul-escuro) e espectros com pulsos de 5's cada.
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Figura 82. Cronoamperograma da mistura (1:2) (Rubpy)erpy)NO)3+ e (RU(NHas)s(pz-H))3+)
em solucdo tampdo pH=2,03 e iradiado em 532 nm. (complexos)=2.5 x 10> mol L-1. Cada
pulso de 10 s cada.

Na Figura 81 observa-se um decréscimo na banda em 532 nm, em
consequéncia da formacdo da espécie (Rul(NH3)s(pz))3+.

O valor de rendimento qudntico (¢no) baseado na medida do
eletrodo seletivo de NO (NOmeter) para a mistura do fotossensibilizador
(Ru(NH3)s(pz-H))3+ e o complexo nitrosil de ruténio (Ru(bpy)terpy)NO+)3+ foi
de ¢no = 0,014 £ 0,004 mol eistein -1.

Ao compararmos os resultados de rendimento qudntico de NO da
mistura, (RU(NH3)s(pz-H))3*+ e (Rulopy)(terpy)NO)3+, com o estudo feito por
Sauaia et al., (2003b, 2005), para o complexo (Ru(NH3)s(pz)Ru(bpy)2NO)5+,
onde ¢ono = 0,025 £ 0,004 mol eistein-, concluiu-se que em os valores de ono
para os processos de tfransferéncia eletronica fotoinduzida intermolecular e

inframolecular foram proximos.
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A eficiéncia entre os dois processos fotoquimicos de fotoinducdo
pode ser discutida em relacdo aos valores de energia de potencial (AG*)
necessAria para que 0s Processos ocorram.

A teoria de Marcus € uma ferramenta importante no entendimento
do comportamento dos processos de transferéncia eletrénica de esfera
externa (ROCHA & TOMA, 2002).

Justifica-se o aspecto de maior importé@ncia nesse fipo de reacdes &
a relagdo entre a velocidoade de ftfransferéncia de elétrons e a
exergonicidade, AGY. Quando uma reacdo € bastante exergdnica (AGY <<
0), pode-se assegurar que a fransferéncia de elétrons ocorrerd com uma
alta constante de velocidade; em uma reacdo endergdnica (AGY >> 0),
pode-se eliminar a possibilidade de fransferéncia eletrénica (ROCHA &
TOMA, 2002).

Em comparacdo a literatura, o provavel diagrama de energia livre
para o complexo binuclear (Ru(NH3)s(pz)Ru(bpy)NO)5+ encontra-se
demonstrado na Figura 83 A. No caso da reacdo de transferéncia
eletrbnica de esfera externa entre a mistura, (Ru(NH3)s(pz-H))3+ e
(Rubpy)terpy)NO+)3+, é do tipo isoergdnicas (AGY = 0) (Figura 83 B).
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A

[4G° < 0)

Figura 83. Diagrama ilustrativo de energia livre (AG?) em fun¢cdo da coordenada de
reacdo (Q) para o sistema, simétrico (doador = receptor) e isoergdnico (AG® = 0); Nos
diagramas, AG* é a energia livre de ativacdo da reacdo (ROCHA & TOMA, 2002).

A discussdo sobre a utilizacdo de fotossensibilizadores que absorvam
no visivel com alta absortividade molar € valida para ser empregado em
inUmeros complexos nitrosilos de ruténio que devido a forte retro-doacdo
RU-NO* ndo possuem banda na regido do visivel.

Considerando os resultados fotoquimicos e eletroquimicos da mistura
entre os complexos (Ru(NH3)s(pz-H))3+ e (Ru(bpy)derpy)NO+)3+ podemos
sugerir que o mecanismo de liberacdo de NO (Esquema 24) se deva por

transferéncia eletrénica intermolecular.
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[Rull(terpy)(L)NO+]3+ + {[Rulll(NH3)5(pz--H)]3+}*

A,
|

[Rull(terpy)(L)NOO2+ + [Rulll(NH3)5(pz-H)14+

hv
532 nm

[Rull(terpy)(L)H20]12+ + NOO + [Rulll(NH3)5(pz-H) 4+

Y A

[Rull(terpy)(L)NO+]3+ + [Rull(NH3)5(pz-H)]3+

e

[Rull(terpy)(L)NO+]3+ + [Rulll(NH3)5(pz-H)]4+

Esquema 24. Esquema fotoquimico da mistura (Ru(bpy)terpy)NO)3+ e (Ru(NHa)s(pz-H))3+.

5.7. Estudo Fotofisicos no Estado Excitado para os Complexo
(Ru(terpy)(L)NO)3* (L=bpy e bdcat-COOH)

As propriedades fotofisicas e fotoquimicas para complexos de
ruténio sdo bastante estudadas, principalmente pelo fato desses
compostos serem utilizados como eficientes fotossensibilizadores na
conversdo fotoquimica de energia solar em energia elétrica (BALZANI, et al.,
1998; SORTINO, et al., 2003). No entanto, poucos sdo os frabalhos que tem
abordado o estudo fotofisico de complexos nitrosilos de ruténio (LORKOVIC,
et al., 1998; CHANDA, et al., 2004). Na sua maioria o interesse € maior por
parte dos mecanismos fotoquimicos que envolvem a liberacdo de 6xido
nitrico (FORD, et al., 1998; TOGNIOLO, et al., 2001, BORDINI, et al., 2002; SAUAIA, et
al., 2003b,c; 2005; OLIVEIRA, et al., 2004; de LIMA et al., 2005a,b).

Durante a discussGo sobre o0s mecanismos fotoquimicos dos
complexos (Rutterpy)(L)NO)3+ onde L=bpy e bdcat-COOH em meio aquoso

quando irradiados em 355 nm, sugeriu-se a formacdo de intermedidrios
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reativos diferentes no estado excitado antes da liberacdo de NO,
consequéncia da provavel populacdo dos estados TCML e d-d. Assim
sendo, se fez necessario um estudo detalhado sobre os estados excitados
para os complexos (RuCterpy)(LNO)3+ onde L=bpy e bdcat-COOH em
solucdo.

Os experimentos para a obtencdo dos estados excitados
fotorreativos foram realizados conforme a técnica de fotdlise por pulso de
laser (FPL).

A técnica FPL envolve a medida de um estado excitado de uma
amostra por um pulso da radiacdo laser e € uma excelente técnica para a
preparacdo e redlizacdo de estudos cinéficos de moléculas
eletronicamente excitadas. As medidas podem ser redlizadas por
monitoramento de absor¢cdo ou por mudangca de emissdo da amostra.
Estas medidas permitem a caracterizacdo de intermedidrios de tempo de
vida curto, ou instaveis, em concentracdes suficientes altas, possibilitando
a observacdo e a andlise direta das reacdes subsequentes, através da
investigacdo de seus processos quimicos ou fotofisicos primdarios. Estes
processos sdo: cruzamento intersistemas, transferéncia de energia e
reacoes de supressdo de espécies fransientes com, ou sem, adicdo de
componentes que possam levar a formacdo de produtos.

A medida cinética espectroscopica ideal de um tfransiente gerado
durante um pulso de laser seria aquela em que a densidade optica é
proporcional a concentracdo do fransiente. No entanto, isto geralmente
NnAo ocorre devido a uma sobreposicdo espectral entre as espécies que
esté@o decaindo e os outros possiveis produtos formados.

Na técnica de fotdlise por pulso de laser, uma grande populacdo de
moléculas do estado fundamental € promovida para um estado singlete
pelo pulso de laser inicial. Apds o disparo do pulso, uma certa quantidade

de moléculas singlete sofrem cruzamento intersistema para o estado
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tfriplete (¢isc). Uma fonte de luz continua € usada para monitorar os
infermedidrios reativos formados que sdo detectados por uma
fotomultiplicadora. Esta detecta o nivel de luz contfinua inicial, ou seja, a
infensidade de luz antes do disparo do laser. Apds o disparo do laser, a
fotomultiplicadora registra a diferenca entre a intensidade de luz inicial e
da luz absorvida pelo estado triplete e um decaimento da resposta
multiplicadora € mostrado por um osciloscopio.

De acordo com os dados apresentados nas Figuras 84 e 85, os
espectros de absorcdo dos transientes para  0s complexos
(Rubpy)terpy)NO)3+ e (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ em solucdo tampdo
pH = 2,03, mostraram regides com absorbdncia acima de zero que
caracterizam o estado excitado friplete dos complexos em solucdo

aquosa e a temperatura ambiente (25 °C).
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Figura 84. Espectro de absorcdo do transiente obtido apds fotdlise por pulso de laser em
355 nm do complexo (Rulbpy)terpy)NO)3+ em solucdo tampdo pH=2,03 e 25 °C (4,05 x 10-
5 mol L1, mostrando a absorcdo dos tripletes em 430 e 550 nm.

164



------------------------------------------------------------------------------------------------------ Apéndice

/\/ \

n
o
Luloanh
s ny ER = n
% 0,4 mm ./ \./ \. \. \l .\ /.\ / \.
1" L /I“ u \.
0.2 v,

comprimento de onda (nm)

Figura 85. espectro de absorcdo do transiente obtido apds fotdlise por pulso de laser em
355 nm do complexo (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ em solu¢cdo tampdo pH = 2,03 a 25
°C (2,67 x 105 mol L-1), mostrando a absorcdo dos tripletes em 470 e 560 nm.

Normalmente, os espectros do estado excitado friplete mostram
absorbdncias acima de zero como sendo do estado friplete e deplecdes
(valor de densidade optica negativa) nas bandas de absorcdo no estado
fundamental. Neste estudo ndo foi possivel verificar deplecdes;
provavelmente os fotoprodutos formados no estado excitado tendem a
decair ao mesmo produto ou produtos diferentes com espectros similares
entre si (LORKOVIC, et al., 1998).

O espectro de decaimento do transiente em 430 nm para o
complexo (Ru(bpy)(terpy)NO)3+ (Figura 86) indica um decaimento de
modo bi-exponencial. Isto evidencia a presenca de mais uma espécie
decaindo no mesmo comprimento de onda. Os tempos de vida para as
duas espécies enconfradas estdo na ordem de 1,75 us para 75 % da

espécie "A” e 0,45 us para 25 % espécie "B”.
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Figura 86. Simulacdo da curva de decaimento de emissdo resolvida no tempo para o
complexo (Rulbpy)(terpy)NO)3+ em 430 nm (excitacdo 355 nm).

O segundo transiente  observado para o complexo
(Ru(bpy)terpy)NO)3+ foi em 550 nm (Figura 87) mostrou um decaimento
mono-exponecial com tempo de vida de 100 % da espécie envolvida de
0.48 ps.
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Figura 87. Simulacdo da curva de decaimento de emissdo resolvida no tempo para o
complexo (Rubpy)terpy)NO)3+ em 560 nm (excitacdo 355 nm).

O mesmo estudo de tempo de vida no estado excitado para o
complexo (Ru(bpy)terpy)NO)3+ foi feito para o complexo (Ru(bdcat-
COOH)(terpy)NO)3+,

Para a espécie (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ as curvas de
decaimento em 470 e 560 nm se comportaram de forma mono-

exponencial (Figuras 88 e 89).
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Figura 88. Simulacdo da curva de decaimento de emissdo resolvida no tempo para o
complexo (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ em 470 nm (excitacdo 355 nm).
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Figura 89. Simulacdo da curva de decaimento de emissdo resolvida no tempo para o
complexo (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ em 560 nm (excitacdo 355 nm).

Em ambos comprimentos de onda, 470 e 560 nm, hd presenca de
100 % das espécies, ou seja ambos sGo monoexponenciais, € os tempos de

decaimento sdo 2,77 us e 5,32 us, respectivamente.
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O tempo de decaimento do estado excitado a 77 K para o
complexo (RuCterpy)2)2+* € 11 us, a diminuicdo do tfempo de vida para os
complexos estudados pode ser justificado pela temperatura, j@ que o
tempo de vida para os complexos polipiridinicos é fortemente dependente
da temperatura (DUATI et al., 2003). Outra justificativa se deve & saida do
ligante nitrosil que prové um adicional canal para o decaimento do estado
excitado. Os complexos decaem do estado excitado TCML para o orbital
d-d populando-o.

Pode-se observar que o estudo do estado excitado para os dois
complexos, (Rubpy)terpy)NO)3+ e (Ru(bdcat-COOH)(erpy)NO)3+ em
solucdo aquosa e a temperatura ambiente, originou dois estados triplete
para cada complexo. Tomando-se por base o0s resultados obtidos acima,
resolvemos também estudar o comportamento espectroscdpico de
luminescéncia para os complexos (Rulterpy)(LUNO)3+, L = bpy e bdcat-
COOH em solucdo aquosa e a temperatura ambiente.

Os espectros de emissdo para os complexos foram estudados sob
excitacdo em diferentes comprimentos de onda, devido aos diferentes
caminhos que, por exemplo, a espécie (Ru(terpy)2)2* pode decair dos
estados excitado (HUTCHISON, et al., 1999).

Os espectros de emissGdo (Figura 90) para o complexo
(Ru(bpy)terpy)NO)3+ quando excitados em diferentes comprimentos de
onda 280, 355 e 480 nm, conforme espectro de absorcdo (Figura 90)
mostraram ser bastante semelhantes. Isto significa que a excitacdo nos
diferentes comprimentos de onda propicia a populacdo do mesmo nivel

de energia.
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Figura 90. Espectro de absorcdo na regido do UV-visivel (A) e espectro de emissdo para o
complexo (Ru(bpy)terpy)NO)3+ em solucdo tampdo pH=2,03 e temperatura ambiente.
Excitacdo em 290 nm (B), 355 nm (C) e 480 nm (D).

O mesmo estudo foi feito para o complexo (Ru(H20)(opy)terpy))2+
(Figura 91), j@ que este & o fotoproduto da fotdlise do complexo
(Ru(bpy)terpy)NO)3+ quando irradiado em 355 nm. Na Figura 21, vé-se a
emissdo em 400 e 425 nm para o complexo (Ru(H20)(bpy)dterpy))2+

quando excitado em 355 nm.
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Figura 91. Espectros de absorcdo para o complexo (Ru(H20)(bpy)(terpy))2t em solucdo
tampdo pH = 2,03 & temperatura ambiente (A). Espectro de emissdo para o complexo
(RuH20)(bpy)terpy))2+ (B) apds excitagcdo em 355 nm.

Os dados fotofisicos permitiram concluir que o©0s complexos
(Ru(bpy)terpy)NO)3+ e (Ru(H20)(bpy)(terpy))?+ quando excitados em 355
nmM mostraram bandas de emissdo em 400 nm. Isto significa que em ambos
0s complexos, precursor e foto-produto, emitem a partir do mesmo orbital
de energia, que provavelmente provém de um orbital * centrado nos
ligantes polipiridinicos.

Para o complexo (Ru(bdcat-COOH)(erpy)NO)3+ foram observadas
no espectro de emissdo quando excitado em 355 nm (Figura 92) diferentes
bandas na regido de 400 a 500 nm. Essas emissdes estdo associadas a
proximidade enfre os estados de transferéncia de carga dos ligantes, ja
que todos as emissdes provém da excitacdo na regido de 400 nm.
Quando excitado em 480 nm, a emissdo foi observada na regido de 530
nm, que pode ser atribuida d emisséo do agquo complexo (Ru(H20)(bdcat-
COOH)(terpy))2* em anadlogia ao descrito para o complexo
(Ru(bpy)(terpy)NO)3+,
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Figura 92. Espectros de absorcdo para o complexo (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ em
solucdo tampdo pH = 2,03 & temperatura ambiente (A). Espectro de emissdo para o
complexo (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ (B) apds excitacdo em 355 nm.

Podemos dizer que o0s espectros de emissGo condizem com o0s
resultfados de transiente e para ambos complexos mostram que o
mecanismo de decaimento do estado excitado se dd por dois caminhos
cineticamente diferentes.

Acreditamos que ao irradiar os complexos (Rutterpy)(L)NO)3+ em 355
nm estamos popula-se dois estados de fransicdo, o de TCML RuU'-NO+ e d-d.
A hipotese sugerida € baseada nos resultados de fotdlise do NO e de
estudo no estado excitado.

Inicialmente, o resultado de fotdlise mostra que sob irradiacdo em
355 nm o complexo (Ru(terpy)(LNO)3+ libera NOO, detectado pelo sensor
de NO, e como produto final obtem-se como uma das espécie
(Ru(H20)(bpy)(terpy))2+.

No entanto, € sabido que a espécie NOC s6 pode ser obtida quando
populado o estado de ftransicdo TCML d(RuD—-n*(NO*) e como
fotoproduto da liberacdo é obtida a espécie (Ru(H20)derpy)(L))3* (de LIMA
et al., 2005b). Diante desses resultados podemos afirmar que o fotoproduto

(Ru(H20)(bpy)(terpy))?+ € resultado da populacdo do estado de campo
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ligante d-d e consequente liberacdo do ligante nitrosil na sua forma de
NO+,

Em comparacdo aos resultados descritos na literatura para sistemas
do tipo (Rulltterpy)L2)2+ (KIRCHHOFF, et al., 1985; CASPAR & MEYER; SUEN, et al.,
1989; CLARK, et al., 1991), acreditamos que durante a fotdlise de liberacdo
NOO pelos complexos (Rulterpy)(LUNO)3+ ocorre a populacdo de dois
estados excitados, TCML e d-d, que resultam em um primeiro estado
excitado formado pela espécie (RuU(HO)(bpy)(terpy))2t. E um segundo

estado excitado decorrente da espécie (Rull(terpy)2)2+ (Esquema 25).

A ITRu'-terpy-NQ?]
S3 e \klsi 3[RuIH—terpy—H20] + NO°
d-d —_—
S TR K
400 nm 3[Rul-terpy-H,0] + NO*
[Ru"(terpy)]*
hv
355 nm
SO VVV

Esquema 25. Diagrama de energia simplificado para o mecanismo fotoquimico do
complexo (Ru(bpy)terpy)NO)3+ sob irradiacdo em 355 nm. a: irradiacdo em 355 nm; b:
decaimento radiativo de fosforescéncia; c: cruzamento intersistemas, d: decaimento
térmico.

Podemos dizer que os resultados de fotdlise, que espectros do

fransiente e espectro de fluorescéncia para 0s complexos
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(RuCterpy)(LNQO)3+ dependem da ordem energética das transicdes TCML
Ru-terpy, TCML RuU'-L e TCML RU'-NO*. Além disso, a mudanca enfre o
ligante L da bipiridina pelo ligante diimina, mostrou uma maior
deslocalizagcdo do elétron no estado excitado sob o ligante diimina
garantindo ao complexo (Ru(bdcat-COOH)(erpy)NO)3+ maior tempo de
vida no estado excitado do que para complexo (Ru(bpy)derpy)NO)s+,

5.8.Reatividade Cinética dos Complexos (Ru(terpy)(L)NO)3* L = bpy e bdqi-
COOH

A proposta de utilizacdo de complexos nitrosilos de ruténio em
sistemas bioldgicos depende do conhecimento sobre o potencial de
reducdo do ligante nitrosii e do confrole dissociativo do NO® dos
complexos precursores tal como para as espécies (Rulterpy)(L)NO+)3+,
Torna-se portanto imprescindivel determinar valores quantitativos que
expressem a potencialidade do uso de complexos nitrosilos como metalo-
droga.

Assim sendo, determinou-se as constantes de velocidaode de

dissociacdo de NO, a qual foi baseada na lei de velocidade:

d/dt (RuCterpy)(LH20)3+ = kno (Ru(terpy)(L)NO+)3+

A variacdo do espectro na regi@o do visivel para o complexo
(Rutbpy)(terpy)NO)3+, quando hd saida do NO e substituicdo pela
molécula de solvente, no caso a dgua, € constatada pelo aparecimento
da banda TCML do fipo d(Ruh—r*(terpy, bpy)) em 470 nm, caracteristico
da espécie (Ru(H20)(bpy)erpy))2+.

[Ru(bpy)(terpy)NOI** + H,0 K% [Ru(H,0)(bpy)(terpy)>* + NO°
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O experimento da medida de constante de velocidade de saida do
NO (kno) no complexo (Ru(bpy)(terpy)NO)3+ foi feito baseando-se na
reducdo do ligante nitrosil em presenca do redutor quimico pirocatecol. O
uso deste reagente se deve ao fato de que sua estrutura molecular é
semelhante a uma série de biomoléculas existentes no sistema bioldgico,
além de ter um alto poder redutor (PATAI, 1974). Cineticamente kno foi
defterminado avaliando-se espectrofotometricamente a formacdo da
espécie (Ru(H20)(py)(terpy))?+, fazendo-se a leitura da absorbdncia em

470 nmm com o tfempo em 25,0 £ 0,1 °C (Figura 93).
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Figura 93. Curva cinética de absorbdncia vs tempo para a formacdo do complexo
(RuH20)py)terpy))2* em 470 nm em pH = 2,03 a 25,0 £ 0,1 °C.

Os valor kno a 25,0 £ 0,1 9C calculado a partir do método cinético de
Guggenheim (CONNORS, 1990) para reagdes de pseudo-primeira ordem:
INCit-it+r) versus t (Figura 94), foi de 2,40 x 104+ 4,00 x 10-° 51,
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Figura 94. Grdfico de In(t-it+r) vs fempo para

formacdo do complexo
(Ru(H20)(bpy)(terpy))?+.

Os dados cinéticos para o complexo (Ru(odgi-COOH)(erpy)NO)3+
foram feitos por eletrdlise em potencial controlado em - 0,30 V vs Ag/AgCl

e acompanhamento da liberacdo pelo sensor NOmeter (Figura 95).
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Figura 95. Cronoamperograma para o complexo (Ru(bdqgi-COOH)(erpy)NO)3+ sob
eletrélise a potencial controle em - 0,30 V vs AQ/AgCl pH=2,03 a250+0,19C,

Como para o complexo (Ru(bdgi-COOH)(terpy)NO)3+ os dados
obtidos pelos cronoamperogramas a 25,0 0C foram tratados pelo método
de Guggenheim (Figura 96). O valor de kno foi de 4,00 x 103+ 9,00 x 104 s,
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Figura 96. Grdafico de Init-it+r) vs fempo para saida de NO° do complexo (Ru(bdgi-
COOH)(terpy)NO)3+,

A diferenca entre os valores de constante de dissociagcdo do NO
entre os complexos (Rutterpy)(L)NO)3+ L = bpy e bdgi-COOH em ordem de
magnitude o complexo (Rulbpy)terpy)NO)3+ (kno = 2,40 x 104 1) € menor
que o complexo (Ru(bdqgi-COOH)(erpy)NO)3+ (kno = 4,00 x 103 s1). Isto
provavelmente se deve Qo efeito n-receptor do co-ligante bipiridina em
comparacdo a benzoquinonadiimina. A presumivel diminuicdo da
densidade eletrbnica sobre o ion Rudl) em (Ru(bpy)(terpy)NO)3+ deve
fornecer o fortalecimento da ligacdo Ru' — NOO no complexo, apds
reducdo. Consegquentemente uma maior velocidade de reacdo deveria
ser esperado.

Tais resultados permitem dizer que o complexo (Ru(bdqgi-
COOH)(erpy)NO)3+ possui semelhante velocidade de liberacdo NO de
outros complexos nitrosilos de ruténio utilizados em estudos bioldgicos
como frans-(RuCl(cyclam)NO+*)2+ (kno = 6,10 x 104 s1) (FERREIRA et al., 2003),
frans-(RUNO(Hedta))2+ (kno = 7.30 x 103 s1) (ZANICHELLI et al., 2004) e trans-
(RUNH3)4(pYy)NO) (kno = 6,00 x 102 s-1) (TOLEDO et al., 2004).
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6. Sistemas de Liberagcdo para os Complexos Nitrosilos de Ruténio

6.1. Estudo de Eletroatividade do complexo (Ru(terpy)(2-pySH)2NO)3+
imobilizado em eletrodo de ouro

Considerando-se que a ligacdo enxofre-Au € apontada como
aquela que estabelece a imobilizagcdo de compostos de coordenacdo em
eletrodo de ouro (DIOGENES et al., 2001; 2003) e aliado ao interesse de se
desenvolver sistemnas capazes de agir como doadores de NO (HOU et al.,
2000), aventou-se a possibilidade de se ter o complexo (Ru(terpy)(2-
pySH)2NO)3+ imobilizado em eletrodo de ouro como fonte de NO (Figura
on.

—Au

IIIIIIIIIIIIIIIIImlllIIIIIIIIIIIIIIImIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Figura 97. Modelo de adsorcdo do complexo (RuCterpy)(2-pySH)2NO)3+ em superficie de
Oouro.

Inicialmente foi necessdrio adequar o tempo de imerséo do eletrodo
de ouro na solucdo do complexo (Rulterpy)(2-pySH)NO)3+. A eficiéncia da
adsorcdo do complexo no eletrodo de ouro pode ser verificada apods

diferentes tempos de imersdo conforme a Figura 98.
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Figura 98. Voltamogramas ciclicos, em KCI 0,1 mol. L'!, para o eletrodo imerso em solu¢do
do complexo (RuCterpy)(2-pySH)2NO)3+ verde 2 horas, preto 17 horas e vermelho 48 h. drea
eletrodo 0,007 cm?2,

Os voltamogramas ciclicos obtidos para o complexo (Ru(terpy)(2-
pySH)2NQO)3+ imobilizado na superficie do eletrodo de ouro apds os
diferentes tempos de imersdo, apresentam um pico de reducdo na regido
de - 0,20 V vs Ag/AgCl. Conforme ja estudado anteriormente (item 5.4.1.2),
o complexo (Ru'ltterpy)(2-pySH)2NO)3+ em solucdo aquosa mostrou um pico
de reducdo em - 0,20 V vs AgQ/AgQCI centrado no ligante nitrosil (NO+/NQODO),

A quantidade de material eletroativo na cobertura do eletrodo (I
foi estimada pela integral da drea dos picos de reducdo NO+/NOP em
diferentes tempos de imersdo (Figura 98). De acordo com a equag¢do 15:

6 =nFAT (15)

onde ¢ € a carga consumida no processo de reducdo (integral da
drea do pico), n 0 ndmero de elétrons envolvidos na reacdo (n =1), F
constante de Faraday e A drea do eletrodo.

Os valores de I' para os diferentes tempos de imersdo (Tabela 8)
mostraram que o tempo necessdrio para formacdo da camada no

eletrodo foi de 17 horas. Durante esse periodo foi sendo observado maior
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quantidade de material, em mols, na superficie do eletrodo. Em tempos
superiores a 17 horas, ocorre a diminuicdo do valor de T, justificado pelo
processo de desorcdo (DIOGENES et al., 2002).

Tabela 8. Valores de ¢ (W C cm?) e T' (mol cm?) calculados para o processo redox
NO*/NQO? (Epc = - 0,20 V vs Ag/AgQCI) do complexo (Ruterpy)(2-pySH)2NO)3* em LICIO4 0,1
mol L-!. Area do eletrodo: 0,007 cm?2,

Tempo de imersdo c (uCcm?) I' (mol cm-2) x 10°
(horas)
1 143 2,11
2 1,48 2,19
17 1,63 241
48 1,23 1,82

O longo tempo necessdrio para um eficiente processo de adsorcdo
do complexo (RuCterpy)(2-pySH)2NO)3+ na superficie do eletrodo de ouro se
deve ao provavel impedimento estéreo originado da posicdo meta- do
enxofre no ligante 2-mercaptopiridina. Normalmente, os estudos feitos para
complexos semelhantes, (RU(CN)s(pySH))4 (DIOGENES et al., 2002), onde
pySH e o ligante 4-mercaptopiridina, o fempo de imobilizacdo foi de 30
minutos.

Outro fator a ser considerado € a forte retro-doacdo ruténio-ligante
nitrosil, que diminui a inferacdo entre os orbitais do metal e ligante 2-
mercaptopiridina e afeta diretamente na estabilidade das monocamadas
do complexo sobre o ouro (DIOGENES et al., 2002).

Para melhor entendermos sobre a possivel transferéncia de elétrons
enfre a monocamada de complexo e a superficie de ouro, fez-se a
eletrdlise em potencial controlado desse sistema em — 0,20 V vs Ag/AQCI

(Figura 99) em diferentes tempos de processo.
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Figura 99. Voltamogramas de pulso diferencial, em KCI 0,1 mol.L'!, para o eletrodo de ouro
imobilizado com complexo (RuCterpy)(2-pySH)2NO)3+, Os voltamogramas foram obtidos
apds eletrdlise em - 0,20 V vs Ag/AgCl.

A principio pensou-se em propor a medida de NOPO liberado pelo
eletrodo imobilzado com complexo (Ru(terpy)(2-pySH)2NO)3+ apds
eletrdlise em potencial confrolado. No entanto, a quantidade de
complexo na superficie do eletrodo (I) encontrado, foi cerca de nmol o
que tornaria dificil observar devido & sensibilidade do sensor de NO.

Provavelmente, a baixa quantidade do complexo (Ru(terpy)(2-
pySH)2NQO)3+ adsorvido na superficie do eletrodo de ouro se deve a alta
quantidade da espécie ruténio fiona coordenada formada durante o
método sintético, conforme observado os resultados de infravermelho
(item 5.2.1.3). Estes dados, de certa forma servem de subsidios para inferir
que de fato o complexo (Ruterpy)(2-pySH)2NO)3+ deve ser formada por

isbmeros, haja visto a baixa eficiéncia na imobilizacdo.
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6.2 Desenvolvimento de Filmes Sol-Gel e Silicone Encapsulados com
Complexos Nitrosilos de Ruténio

Ao confrario de terapias farmacéuticas convencionais, o NO
liberado de maneira localizada e em quantidade estdvel mostrou
resultados eficientes frente & acdo citotdxica e citostatica em culturas de
células tumorais, de fungo e bactérias. Assim sendo, € licito supor que 0s
compostos descritos neste trabalho possam se constituir eficientes
doadores de NO, hagja visto o contfrole da reatividade na labilizacdo do
NO.

Uma das possibilidades € a imobilizacdo de compostos liberadores de
NO em filmes sol-gel e/ou silicone sdo versateis quimicamente para serem
utilizados em clinica médica como revestimentos em aparelhos
ortopédicos ou em “stainless steel” (NABLO & SCHOENFISH, 2005b; BORDINI et
al., 2005).

Além disso, um dos problemas da ufilizacdo de complexos nitrosilos de
ruténio € a readtividade do ligante nitrosi em meio fisioldgico. O
procedimento de imobilizacdo de complexos nifrosilos de ruténio nesses
filmes sdlidos permite a utilizacdo dos mesmos em diferentes condicdes de
PH.

Neste infuito ideadlizamos o encapsulamento dos complexos
(Rutterpy)(LNO)3+ L = bpy e bdqgi-COOH em fiimes de sol gel e silicone

(Figura 100) e a promoc¢do da saida de NO por estimulo fotoquimico.

183



------------------------------------------------------------------------------------------------------ Apéndice

Figura 100. Foto do fime de siicone encapsulado com o complexo (Ru(bdgi-
COOH)(terpy)NO)3+,

Inicialmente foram feitas andlises de raios-X e de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) para avaliarmos as caracteristicas
estruturais, de distribuicdo e famanho das particulas dos filmes.

Ambos os filmes sol-gel e silicone constituem-se de materiais amorfos
(Figura 101).
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Figura 101. Espectros de raios-X para os filmes do fipo sol-gel sem complexo (A) e
encapsulado com complexo (Ru(bpy)terpy)NO)3+ (B).

As medidas por MEV mostraram que os complexos nitrosilos de
ruténio encontram-se distribuidos nos filmes de maneira irregular e

homogénea (Figura 102).
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Figura 102: MEV para as membranas dos complexos (Rulbpy)terpy)NO)3+ sol-gel (a e d) e

(Ru(bdqi-COOH)(terpy)NQO)3+ silicone (b e ©) .

A fim de se estudar a estabilidade do complexo encapsulado Nos
filmnes de silicone e sol-gel, mergulhou-se os fimes em uma solucdo de HCI
0,1 mol LT e analisou-se por espectro UV-visivel aliquota dessa solucdo com
o tempo (Figura 103).
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Figura 103. Espectros de absorcdo na regido do UV-visivel para aliquotas de HCI 0,1 mol L!
mergulhada com filme sol-gel encapsulado com complexo (Ru(bpy)terpy)NO)s+,

Os resultados espectroscopicos para os complexos (Rulterpy)(L)NO)3+
encapsulados mostraram que a inferacdo dos complexos no filme do tipo
sol-gel € maior do que no de silicone. Uma pequena parte do complexo se
mantém, sem interacdo quimica, na superficie da membrana de silicone e
durante as lavagens com solucdo de HCI é retirado.

Os sistemas solidos descritos sdo baseados na hidrdlise de
alcoolsilanos. A reacd@o gquimica envolve, inicialmente a formacdo de um
gel envolvendo o precursor hidrolisado (equacdo 16) e em seguida a
formacdo de uma rede de silicato (equacdo 17). Neste estdgio, o gel é
aquoso e durante a secagem para sua gelificacdo sdo formados poros No
gel. O processo de secagem € acompanhado pela expulsédo de liquido
dos poros (“sineresi”) ( VENTON & GUDIPATI, 1995).

.
=Si-OR + H,0 ——> =Si-OH + ROH (16)
~Si-OH + OH-Si= ——» =Si-0-Si = + HOH (17)
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Provavelmente tal evidéncia espectroscdpica durante as lavagens
com HCI foi ocasionada pelo processo de “sineresi” durante a secagem
dos filmes.

Espectros eletrbnicos na regido do UV-visivel dos complexos
(Rutterpy)(LNO)3+ encapsulados foram registrados no intuito de se

comparar com os mesmos em solucdo (Figuras 104 e 105).
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Figura 104. Espectro eletrdnico UV-visivel do filme sol-gel sem complexo (preto) e
encapsulado com complexo (Ru(bpy)terpy)NO)3+ (vermelho) (A). Espectro eletrbnico UV-
visivel do complexo (Ru(bpy)terpy)NO)3+ em HCI 0,1 mol LT (B).
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Figura 105. Espectro eletrdnico UV-visivel do filme sol-gel sem complexo (preto) e
encapsulado com complexo (Ru(bdqgi-COOH)(terpy)NO)3+ (vermelho) (A). Espectro
eletrénico UV-visivel do complexo (Ru(bdqi-COOH)(terpy)NO)3+ em HCI 0,1 mol LT (B).

Os espectros eletrbnicos na regido do UV-visivel para os complexos
encapsulados em silicone e sol-gel sdo iguais aos espectros eletronicos em
solucdo e consistentes com a presenca do ligante nitrosil coordenado ao
metal ruténio.

Além da técnica espectroscopica, foi proposta a técnica
eletroquimica para caracterizar os filmes com os complexos encapsulados
em comparacdo aos resultados obtidos em solucdo. Foram feitos andlises
de voltametria de pulso diferencial para os filmes encapsulados em
matrizes de silicone e sol-gel, usando eletrodo de pasta de carbono como
eletrodo de frabalho. Na faixa de potencial estudado (- 1,00 a + 1,00 V vs
AQ/AQCl) as matrizes de silicone e sol-gel sem complexo ndo mostraram
elefroatividade.

Na Figura 106, se vé o perfil do voltamograma de pulso diferencial do

complexo (Ru(bpy)(terpy)NO)3+ encapsulado em matriz sol-gel. O sistema
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exibe trés pares de picos redox, sendo que os pares de picos la/lc € 3¢
foram atribuidos aos processos centrados no ligante nitrosil, NO+/NOS e
NOOY/NO-, respectivamente. O par de picos 1a/1lc com Eip2 = + 0,19 V vs
AQ/AQCI refere-se ao processo NO+/NO® que em meio aquoso foi
observado em Ei2 = + 0,18 V vs Ag/AgCI. O pico 3c com Epc =-0,49 V vs
AQ/AgCI refere-se ao processo quase-reversivel NOY/NO-, semelhante em
meio aquoso (MURPHY et al., 1986).

Emn comparacdo ao estudo eletroquimico para o complexo
(Ru(bpy)terpy)NO)3+, encapsulado em matriz sélida observou-se o
aparecimento de um novo par de picos 2q/2¢, © qual podemos atribui-lo
como sendo um novo par redox NO*+/NOO decorrente da interacdo do

fragmento Ru'-=NO+ com grupos silanois da matiz sélida.
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Figura 106. Voltamograma de pulso diferencial para o filme sol-gel encapsulado com
complexo (Rulbpy)(terpy)NO)3+ em eletrodo de pasta de carbono.

O mesmo estudo eletroquimico foi feito com o complexo
(Ru(bpy)terpy)NO)3+ encapsulado em matriz de silicone e os potenciais

redox obtidos est@o descritos na Tabela 9.
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Tabela 9: Dados eletroquimicos centrados no ligante nitrosil para os complexos
(Ru(bpy)erpy)NO)3+ em filmes sélidos € em solucdo aquosa.

Complexo E1a/1c @ E2a/2c @ Esa/ac @
Meio agquoso +0.,18 _ -041
pH=2,03
filmne sol-gel +0,19 -0.20 -0.49
filme silicone +0,18 -0,22 -0,51

a:Potencial (V) vs Ag/AgCI.

Interessante ressaltar que os potenciais redox para o ligante nitrosil no
estado sdlido ndo apresentaram grande variacdo em relacdo qos
potenciais obtfidos em solugdo.

Apds os estudos concernentes 4 estabilidade dos complexos
nitrosilos de ruténio encapsulados nos filmes sol-gel e silicone. Avaliou-se a
saida de oxido nifrico dessas matrizes sob estimulo fotfoquimico.

Inicialmente, fez-se fotdlise na regido do UV e visivel das matrizes em
solucdo fosfato pH = 7,40 (37 OC) e registrou-se a saida do NO com o
NOmeter. Os complexos (RuCterpy)(L)NO)3+ em filmes do fipo sol-gel e
silicone (Figura 107 e 108) mostraram eficiéncia na liberacdo de NO sob

estimulo na regido do UV e visivel.
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Figura 107. Cronoamperograma para o fime sol-gel encapsulado com complexo
(Ru(bpy)terpy)NO)3+ e irradiado em 355 nm.
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Figura 108. Cronoamperograma para o filme silicone encapsulaodo com complexo
(Ru(bdqi-COOH)(terpy)NQO)3+ e irradiado em 532 nm.

No intuito de enfendermos o mecanismo que envolve a liberagcdo de

NO nos sistemas solidos, analisou-se o espectro na regido do infravermelho
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do complexo (Ru(bpy)erpy)NO)3+em pastiiha de KBr e filme de nujol antes

e depois da irradiacdo na regido do ultravioleta (Figura 19).
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Figura 109. Espectros na regido do infravermelho para o complexo (Ru(bpy)terpy)NO)3+
em pastilha de KBr antes e depois da irradiagdo (cerca de 2 horas) em 355 nm.

Observa-se que ndo houve extincdo da banda de estiramento de
NO+ (1950 cm-1) como se esperava em consequéncia da fotolabilizacdo.
Ou seja, o mecanismo de liberacdo do NO a partir de matrizes sélidas ndo
se baseia em um mecanismo dissociativo como em meio agquoso, mas sim
de um mecanismo associativo. Provavelmente hd a necessidade do meio
aquoso e da formacdo de um intermedidrio heptacoordenado antes da
labilizacdo do NO.

Aposs tais evidéncias, propds-se o estudo de liberacdo de NO pelos
filmes sol-gel sem contato com o meio tamponado através da técnica de
medida de NO in situ conforme item 4.19. Infroduziu-se a matriz sol-gel
encapsulada com o complexo (Ru(bpy)derpy)NO)3+ em uma cubeta de
quartzo conectada a vacuo ao NOmeter e irradiou-se o sistema por 1 h
com luz na regido do ultravioleta (Figura 110).
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Figura 110. Cronoamperograma para o filme sol-gel encapsulodo com complexo
(Ru(bpy)terpy)NO)3+ e irradiado em 355 nm sem meio aquoso.

O mesmo procedimento de medida de NO in situ foi feito para a
matriz sol-gel de (Ru(bpy)(terpy)NO)3+, mas nesta situacdo a matriz foi

imersa em solu¢gdo tampdo pH = 7,40 (Figura 111).
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Figura 111. Cronoamperograma para o filme sol-gel encapsulodo com complexo
(Ru(bpy)terpy)NO)3+ e irradiado em 355 nm em solucdo tampdo fosfato pH = 7,40.

A concentracdo de NO liberada in situ nos dois sistemas, sdlido e
solucdo, foi semelhante. Tal resulfado induz a proposta que possa haver
inferacdo em os sitios silanois da matriz com o complexo nitrosil que
propicia a liberacdo de NO o que ndo se vé em outros tipos de matrizes
sélidas como em KBr e nujol.

Afim de um melhor entendimento sobre a provavel interacdo grupos
silanois € o complexo nitrosil, acompanhou-se por espectroscopia na
regido do visivel a alteragcdo espectral (Figura 112) das matrizes no estado

solido em diferentes tempos de irradia¢gdo no ultravioleta.
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Figura 112, Espectros de absorcdo UV-visivel do filme sol-gel encapsulado com complexo
(Rulbpy)erpy)NO)3+ sob irradiacdo em 355 nm.

O espectro inicial mostra uma banda em 470 nm que pode ser
atribuida & espécie (Ruterpy)(bpy)X)z+ (X = solvente) formada durante o
processo de formacdo da matriz. Durante fotdlise ndo se vé banda na
regido do visivel que € coerente com o mecanismo de saida de NO em

solucdo (Esquema 26).

[Rul(terpy)(LNO* T [RuM(terpy)(LXT** + NO°

Esquema 26: Provdavel mecanismo fotoquimico para os complexos Ruterpy)(L)NO)s+
encapsulados em membranas sol-gel e silicone sob irradiagdo do ultravioleta e visivel.

No infuito de se ufilizar as membranas solidas em estudos
farmacoldgicos, foi feito o estudo da labilizacdo do NO pela membrana
sol-gel com o complexo (Ru(bdagi-COOH)(terpy)NO)3+ colocado dentro de

uma membrana de didlise (Figura 113).
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Figura 113, Cronoamperograma para o complexo (Ru(bdqi-COOH)(terpy)NO)3+
encapsulado em membrana sol-gel sem (preto) e dentro (vermelho) da membrana de
didlise e irradiados em 355 nm.

A infroducdo da membrana sdlida encapsulada com o complexo
(Ru(bdqi-COOH)(terpy)NO)3+ dentro de uma membrana de didlise se fez
necessdria pelo fato de que o material que constitui a matriz sdlida, no
caso o TEOS, mostrou ser toxica para as células endoteliais. Neste caso, o
sistema proposto permitiu somente a passagem do NO, protegendo o

meio bioldgico de possiveis interferéncias do material silanol.

6.3. Estudo Farmacotécnico para o Complexo Nitro Ruténio
(Ru(NO2)(bpy)(terpy))*

Apss os estudos de liberacdo de NO pelos complexos nitrosilos e nitro
ruténio, por estimulo fotogquimico. A nova etapa do trabalho envolve a
aplicacdo desses compostos em sistemas bioldgicos. Para tal aplicacéo,
fez-se necessdrio o estudo da variacdo das propriedades fisico-quimicas

desses compostos em um veiculo liberador de farmaco. Nesse caso,



passamos a estudar o comportamento do nitro complexo em
microemulsdo.

O nifro complexo de ruténio (RUNO2)(bpy)(terpy)* em
microemulsédo foi analisado conforme o teste farmacotécnico de
liberacdo de farmaco. Neste estudo € avaliado o tempo de retencdo do
farmaco dentro a formulac¢do.

Na Tabela 10 estdo apresentados os par@metros analiticos obtidos
no estudo de liberacdo, utilizando-se membrana de acetato de celulose,
feitos a partr de  microemulsdo contendo o complexo
(RUNO2)(bpy)(terpy))*. Os valores apresentados sdo valores médios, pois O
experimento foi feito em ftriplicata, e também foram corrigidos com

relacdo a diluicdo realizada a cada coleta.

Tabela 10. Quantidade de (RU'(NO2)(bpy)terpy))* liberada a partir da microemulsdo.

tempo (h) Quantidade liberada (mol cm-2)

] 6,92 x 104

242 x 10°

4,25 x 10°

6,79 x 10°

1,04 x 104

1.45x 104

1,84 x 104

2,22 x 104

O O N O O | WO N

2,59 x 104

o

2,97 x 104

3.26 x 104

3,50 x 104
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A Figura 114, apresenta o perfil de liberacdo do complexo
(RUNO(bpy)(erpy))* a partir da microemulsdo durante 12 h de

experimento.
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Figura 114, Perfili de liberacdo do complexo (RuNO2(bpy)terpy))* a partir da
microemulsdo.

Os dados acima foram analisados segundo frés modelos cinéticos
para a liberacdo do composto pelo veiculo: cinética de ordem zero
(concentracdo/tempo), cinética de pseudo-primeira ordem
(concentracdo/(empo)'/2) e primeira ordem (og da
concentracdo/tempo) (GUY & HADGRAFT, 1990). A melhor correlacdo linear
obtida pra este intervalo foi para cinética de ordem zero, isto indica que a
liberacdo ndo depende da concenfracdo do fdrmaco, ou seja, € uma
liberacdo que ocorre por um processo de difusdo. O mesmo resultado fora
obtido quando feito em emulsdo. O fluxo de liberacdo encontrado foi de

2,18 x 105 mol cm-2 h-! para microemulsdo e 5,46 x 10> mol cm2 h-1,
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A estabilidade do complexo dentro da microemulsdo (Figura 115)
mostra que a microemulsdo € capaz de manter o complexo em seu interior
por cerca de 1 hora, apds esse tempo o complexo tende a sair da

formulacdo em direcdo & solucdo receptora (de LIMA et al., 2005a).
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Figura 115. perfil de estabilidade do complexo (RU'(NO2)(bpy)terpy))+* no interior da
microemulséo (de LIMA te al., 20050).

Apds os resultados farmacotécnicos foi feito a avaliacdo da
liberacdo de NO da microemulsdo incorporada com o© complexo
(RUNO2)(bpy)terpy))+ sob irradiacdo em 355 nm (Figura 116). O estudo se
baseia na deteccdo do NO que sai da formulagdo por estimulo

fotoquimico pelo método & vacuo conforme descrito na secdo 4.14.
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Figura 116. Cronoamperograma para o complexo (RU(NO2)(bpy)(erpy))+ incorporado &
microemulsdo e irradiado em 355 nm. Deteccdo de NO pelo sistema & vdacuo.

7. Estudos Biolégicos

7.1. Estudo de vasodilatacdo em aorta de rato para os complexos nitrosilos
de ruténio

Os resultados para os complexos de ruténio nitrosilos e nitro, foram
bastante eficientes com relacdo & liberacdo de NO sob estimulo
fotoquimico na regido do ultravioleta e visivel. Desta feita, sugerimos o
estudo biolégico desses complexos como metalo-drogas.

Inicialmente estudou-se a reatividade dos complexos doadores de
NO como possiveis vasodilatadores, (RuNO2)(bpy)terpy))* incorporados
em microemulsdo A/O, (Ru(bdqi-COOH)(terpy)NO)3+ em solu¢cdo com pH =
740 e em matrizes sol-gel e silicone sob estimulo luminoso na regido do
ultravioleta e visivel, respectivamente.

Os estudos de vasodilatacdo foram desenvolvidos conforme o

protocolo descrito por Bonaventura et al., (2004).
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Para o estudo do complexo (RuNO2)(bpy)(terpy))+ incorporados em
microemulsdo A/O, os anéis de aorta foram pré-contraidos com KCI 60
mmol L1 e quando a resposta contrdfil atingiu o platé de mdxima
concentracdo muscular, foi adicionado o complexo (Ru(NO2)(bpy)(terpy))+
em microemulsdo e irradiado em 355 nm. Em seguida, as respostas de
relaxamento foram registradas.

A Figura 117 apresenta a curva de relaxamento de aortas de ratos
pré-contraidos com KCI 60 mmol L' e seguido da adicdo do complexo
(RUNO)(bpy)(erpy))*. Observa-se 100 % de relaxamento em 50 min

ocasionado pela saida do NO incorporado a microemulséo.

% Relaxamento
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Figura 117. Tempo de relaxamento para o complexo (RUNO2)(bpy)terpy))?+ (A, n= 6).
Anéis de aorta tordcica foram pré-contraidas com 60 mmol L' KCl e 100 umol LT do

complexo foi adicionado e irradiado em 355 nm. Dados tratados + SEM de n preparacdes
a partir de diferentes animais (de LIMA te al., 2005q).

Considerando a estabilidade do complexo (Ru(bdaqi-
COOH)(terpy)NO)3+ em pH = 7,40, o seu efeito vasodilatador também foi
estudado. Para este protocolo farmacoldgico foram utilizados diferentes

fipos de vasoconstritor muscular: noradrenalina, fenilefrina e prostaglandina
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em concentracdes de 0,1 umol L' para os dois primeiros e 3 umol L' para o
altimo.

A Figura 118 apresenta as curvas de relaxamento de aortas de ratos
pré-contraidos com noradrenaling, fenilefrina e prostaglandina, seguido da
adicdo do complexo (Ru(bdgi-COOH)(erpy)NO)3+. Os resultados foram

semelhantes para os diferentes contrateis.
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Figura 118. Tempo de relaxamento para o complexo (Ru(bdgi-COOH)(terpy)NO)3+, Anéis
de gorta tordcica foram pré-contraidas noradrenalina () 0,1 umol L1, fenilefrina (o) 0,1

umol L' e prostaglandina ( ) 3 umol L' e 100 umol L' do complexo foi adicionado. Dados
tfratados + SEM de n preparacdes a partir de diferentes animais (de LIMA et al., 2005b).

A noradrenalina e a fenilefrina sdo utilizadas como vasoconstritores e
tfambém agem como substdncias redutoras. Nos estudos do complexo
(RuCI(15ane)NO)2+ como vasodilatador (BONAVENTURA et al., 2004), foi
ufiizado a noradrenalina como pré-contrdtil e espécie redutora para a
liberacdo do NO pelo complexo. Neste estudo foi mostrado que a
liberacdo do NO pelo complexo ocorre de maneira extracelular.

Para os estudos com o complexo (Ru(bdgi-COOH)(terpy)NO)3+ com

diferentes pré-contrateis (Figura 118) a semelhanca entre os resultados de
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vasorelaxamento induz & hipdtese de que o complexo entra na célula
endotelial e por efeito de redutases infracelulares o NO ¢ liberado.

Com base nos estudos fotoquimicos realizados para o complexo
(Ru(bdgi-COOH)(erpy)NO)3+ sob irradiacdo na regido do visivel, estudou-
se o relaxamento da musculatura lisa vascular quando o sistema é
submetido & irradiacdo luminosa.

Na Figura 119, vé-se a potencializacdo na liberacdo de NO pelo
complexo (Ru(bdqgi-COOH)(terpy)NO)3+ sob irradiacdo na regido do visivel

em compara¢cdo ao seu efeito sem a luz.
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Figure 119. Tempo de relaxamento para o complexo (Ru(bdgi-COOH)(erpy)NO)3+ (o) 100
umol LT sem ( ) e com (o) irradiacdo na regido do visivel. Anéis de aorta tordcica foram
pré-contraidas com fenilefrina 0,1 umol L', Dados fratados + SEM de n preparacdes a
partir de diferentes animais (de LIMA et al., 2005b).

O complexo (Ru(bdgi-COOH)(erpy)NO)3+ sem irradiacdo luminosa
promoveu 100 % de relaxamento muscular em cerca de 10 min e quando
iradiado o resultado foi em 4 min. Isto mostra o efeito potencializador da
luz na liberacdo do NO pelo complexo (Ru(bdgi-COOH)(terpy)NO)3+. Vale

ressaltar que o endotélio da musculatura arterial foi refirado antes dos
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estudos, a fim de se evitar interferéncia, j&@ que este pode exercer
influéncia no processo de relaxamento.

Considerando os promissores resulfados do complexo (Ru(bdgi-
COOH)(terpy)NO)3+ como farmaco vasodilatador, o mesmo foi estudado
em comparacdo ao NPS (nitroprussiato de sédio) vasodilatador utilizado
em emergéncias clinicas (BONAVENTURA et al., 2004).

Na Figura 120, vé-se os resultados de relaxamento muscular para os
compostos (Ru(bdqi-COOH)(terpy)NO)3+ e NPS sob irradiacdo em 532 nm.
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Figure 120. Tempo de relaxamento para o complexo (Ru(bdgi-COOH)(terpy)NO)3+ (o) 100
umol LT e NPS (0) 0,3 umol L' sob irradiacdo em 532 nm. Anéis de aorta tordcica foram
pré-contraidas com fenilefrina 0,1 umol.L''. Dados fratados + SEM de n preparacdes a
partir de diferentes animais (de LIMA et al., 2005b).

O tempo para 100 % de relaxamento muscular para os dois
compostos sob irradiacdo em 532 nm foi semelhante (cerca de 6 min). No
entanto, a acdo do complexo (Ru(dqgi-COOH)(terpy)NO)3+ mostra
vantagens sobre NPS, jG que o mecanismo de acdo do NPS envolve a
liberacdo de ions cianeto (SMITH & DASGUPTA, 2001).
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A acdo vasodilatadora do complexo (Ru(bdqgi-COOH)(terpy)NO)3+
encapsulado em matriz sélida sol-gel também foi avaliada sob irradiacdo
em 355 nm (Figura 121).

Na Figura 121 é possivel observar a labilizacdo do NO, pelo
complexo encapsulado na matriz sélida apds irradiacdo no ultravioleta,
devido ao resultado de reloxamento em comparacdo a matriz sélida sem

o complexo.

-10
e
t 0
Q
(S
% 107
o
(]
T 5o-
R
30
[ [ [ [
0 25 50 75 100

Tempo (min)

Figura 121. Tempo de reloxamento para o complexo (Ru(bdqi-COOH)(terpy)NO)3+
encapsulado na membrana sol-gel (0) e controle sem complexo (). Anéis de aorta
tordcica foram pré-contraidas com fenilefrina 100 nmol 1. Dados tratados + SEM de n
preparacoes a partir de diferentes animais.

7.2. Resultados Preliminares do Efeito do Oxido Nitrico em Cultura de
Células Neopldsicas

O NO atua em carcinogénesis, progressdo tumoral e na terapia do
cdncer dependendo das condicdes intracelulares, como fipo de célula
alvo, concentracdo de NO e presenca de outras espécies radicalares
(WELLER, 2003; CHIANG et al., 2005). A resposta apoptdtica celular parece
depender significativamente do potencial redox da célula que é

influenciado pelos niveis de oxido nitrico. No entanto, ao mesmo tempo
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em que altas concentracdes de NO promovem o efeito tumoricida (morte
celular), mecanismos de protecdo celular anti-apoptose (efeito
tumorogénico) mediado pelo NO estdo sendo estudados, mas ainda ndo
foram totalmente elucidados. Sob influéncia citotéxica do NO, as células
tumorais podem morrer por apoptose ou necrose (KRONCKE et al., 1997).
Dentre as hipdteses para elucidacdo dos mecanismos que envolvem o
processo de apoptose ocasionado pelo NO destacam-se: inducdo da
expressdo de Bcl-2 que € um inibidor do processo de ativacdo das
caspases (CALS-GRIERSON & ORMEROD, 2004), inativacdo de enzimas que
reparam o DNA e inducdo do fator de transcricdo p53 (KRONCKE, et al.,
1997).

Neste caso, ensaios de citotoxicidade celular em linhagens de
células neopldsicas foram propostos para o complexo (Ru(bdqgi-
COOH)(terpy)NO)3+,

As linhagens de células estudadas foram dos tipos WM 1617 ¢ WM
278. Essas linhagens sdo do tipo melanoma e no caso da WM 1617 € a mais
agressiva por estar na fase de metdstase.

Na Figura 122 observou-se a capacidade citotdéxica do complexo
(Ru(bdqi-COOH)(terpy)NO)3+ frente as linhagens de célula WM 278 e WM
1617 incubadas durante 48 h.
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Figura 122. viabilidade celular do complexo (Ru(bdgi-COOH)(terpy)NO)3+ frente as
linhagens de célula WM 278 e WM 1617. Tempo de incubacdo 48 h.

A capacidade citotdxica do complexo em linhagens do tipo WM 278
foi de 30 % enquanto que em linhagens WM 1617 de 60 %.

Tais resultados sdo pertinentes com o descrito por Zhao et al., (2005)
que relatou a citotoxicidade do NO em linhagens de carcinoma de células
do tecido bucal (Tca8113) incubado com NPS em 12, 24 e 48 h. Apds 48 h
de incubacdo do NPS (4 mmol L) foi verificada a morte celular de 90 %
das células cultivadas.

A diferenca entre a viabilidade celular dos doadores exdgenos de
NO: NPS e (Ru(bdgi-COOH)(erpy)NO)3+, deve-se aos diferentes fipos de
linhagens de células estudadas. No entanto, vale ressaltar a importéncia
do complexo (Ru(bdqgi-COOH)(erpy)NO)3+ como agente anti-tumoral, pois
o NPS libera ions cianeto, que sdo altamente tdxico para as células

tumorais e sadias.
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No infuito de se verificar o possivel mecanismo de acdo do
complexo (Ru(bdqgi-COOH)(terpy)NO)3* em linhagens de células WM 1552,
278 e 1617, foi proposto a incorporacdo de iodeto de propidio in situ (item
4. 22. 3). O iodeto de propidio € um marcador de células normais. Quando
incorporado por estas células, as mesmas sdo marcadas em vermelho.

Na Figura 123, vé-se que as culturas de células WM 1552 e 278 foram
marcadas quase em sua fotalidade em comparacdo a cultura de célula
WM 1617.

Isto significa, que o mecanismo de acdo do complexo (Ru(bdqi-
COOH)(terpy)NO)3+ & diferente para as culturas de células estudadas.
Provavelmente, a acdo tumorogénica do complexo em células WM 1617

deve-se a fragmentacdo do DNA celular.
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Figura 123. Citometria de Fluxo do complexo (Ru(bdqi-COOH)(erpy)NO)3+ em linhagens
de células WM 1552, 278 € 1617.
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8. Resultados dos Cadlculos Tedricos para os complexos (Ru(terpy)(L)NO)3+,
onde L= bpy e bdcat-COOH

A fotorreatividade observada entre as espécies (Ru(bpy)(terpy)NO)3+
e (Ru(odcat-COOH)(terpy)NO)3* nos levou a considerar que os orbitais
envolvidos nos processos fotoquimicos fossem diferentes. Assim sendo,
procedemos estudos preliminares relativos a determinacdo das esfruturas
destes orbitais.

A Figura 124, vé-se as estruturas otimizadas de orbitais moleculares
para os dois complexos. Foram feitas pesquisas dos modos vibracionais e
todas as frequéncias vibracionais encontradas ndo apresentaram
frequéncia imagindria, indicando que tem-se um ponto minimo de

energia.
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Figura 124. Estruturas para os complexos (Rupy)terpy)(NO)3+ (A) e (Ru(bdcat-
COOH)(terpy)NO)3+ (B).
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A discucdo sobre a participacdo dos orbitais do centro metdlico e
do ligante nitrosi nos nives HOMO e LUMO foram mostrados nas
representacdes das Figuras 125 e 126, para as duas estruturas.

Nota-se que o orbital HOMO para o complexo (Ru(bpy)erpy)NO)3+
existe a contribuicdo dos orbitais de fronteira do ruténio, do NO e do co-
ligante bipiridina, enquanto que para o complexo (Ru(bdcat-
COOH)(erpy)NO)3+ hd a participacdo do orbital * do NO e do ruténio.

Com relacdo ao orbital LUMO é interessante notar que as
participacdes sdo muito parecidas. Sendo as participacdes pelos orbitais
do centro metdlico, NO e co-ligante "L".

Neste caso, a transicdo eletrbnica entre o orbital HOMO e LUMO

para os complexos (Ruterpy)(LNO)3+ poderia ser descrita como:

dntHomo = Y1 = Yru + Wno + YL

dnilumo = W2 = Yru + Yno + YL

Sendo que Y2 & semelhante entre ambas as espécies. E no caso de
Y1 para o complexo (Ru(odcat-COOH)(erpy)NO)3+ hd contribuicdo das

funcdes de onda do centro metdlico e do NO. J& Y1 para o complexo

(Ru(bpy)terpy)NO)3+ & constituido dos orbitais do ruténio e do NO, além da
participacdo do orbital do co-ligante bipiridina.
Provavelmente, a menor fotoreatividade do  complexo

(Ru(bpy)terpy)NO)3+ quando irradiados em 355 nm se deve a transicdo

TCML = y1—y2 com contribuicdo das fungdes de Yno em i, diferente do

complexo (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ com maior contribuicdo de Yno.
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Figura 125. Representacdo dos orbitais HOMO para os complexos (Rulbpy)erpy)NO)3+ (A)
e (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ (B).

214



...................................................................................................... Apéndice

Figura 126. Representacdo dos orbitais LUMO para os complexos (Ru(bpy)terpy)NO)3+ (A)
e (Ru(bdcat-COOH)(terpy)NO)3+ (B).
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9. Consideracgoes Finais
A sintese e o estudo de complexos nitrosilos de ruténio do fipo

(Rutterpy)(LNO)3+ — L= ClI-, bpy, bdcat-COOH, bdgi-COOH e 2-pySH —
possibilitfou verificar a riqueza de suas propriedades fisico-quimicas,
fotoquimicas e bioldgicas. Esses compostos sdo termicamente estdveis e
possuem em sua esftrutura a molécula de oxido nitrico. Devido &
importancia bioldgica do NO, esses compostos tornam-se interessantes no
sentido de poderem ser utilizados como doadores de NO. Foi verificado
que isso ocorre por estimulo fotoquimico na regido do ultravioleta e visivel,
0 que possibilita o controle da geracdo de NO.

Os testes bioldgicos, de relaxamento muscular e citotoxicidade
celular, demonstraram resulfados promissores para a ufilizacdo desses
compostos como farmacos.

Embora a obtencdo de novos farmacos ndo ter sido objetivo deste
frabalho, os resultados aqui obtidos nos permite vislumbrar a possibilidade
destes ou mesmo a modelagem de Nnovos compostos que possam ser
utilizados como farmacos.

Resultados preliminares de citotoxicidade celular em células tumorais
nos leva a considerar as espécies relatadas aqui, aguela de maior
potencialidade j& verificada dentre todos os complexos nitrosilos
antferiormente descritos. Esta observacdo constitui ser a base do estudo
mecanistico deste compsto em sistemas  bioldgicos para o
desenvolvimento do projeto  “Expressdo Génica  Diferencial e
Caracterizacdo  Funcional de  Alvos Moleculares Visando o
Desenvolvimento de Terapia Anfi-Tumoral Direcionada e Diagnose do
Cdancer” (CNPg processo n ° 401322/2005-0) coordenado pela Profa. Dra.

Enilza M. Espreafico do qual o Prof. Dr. Roberto Santana da Silva faz parte.
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