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RESUMO

A reducéo eletroquimica de fons complexos do tipo trans-[Ru(NHz)4LNOJ**, foi
investigada com o intuito de verificar a possibilidade desses complexos atuarem como
doadores de nitroxil (HNO/NO’). Neste trabalho foi dada uma énfase especial no
estudo da espécie em que L = P(OEt)s. Aplicando-se as técnicas de voltametria ciclica
e de pulso diferencial, voltametria de onda quadrada e espectroeletroquimica, foi
possivel verificar que a espécie trans-[Ru(NHs),P(OEt)sNOJ*" sofre reducdo
monoeletrénica gerando o ion complexo trans-[Ru(NHs)sP(OEt)sNO]*. Foram
analisadas as estabilidades relativas das espécies possivelmente formadas, trans-
[Ru(NH3),P(OEt)sNO]* e trans-[Ru(NHs),P(OEt)sHNO]**, baseadas na Teoria de
Densidade Funcional (DFT). Apos a transferéncia eletrénica, de acordo com a equagéo
abaixo, a espécie formada sofre isomerizagdo de spin, ocorrendo posteriormente a

dissociacdo do grupo NO:
t- [Ru"(NHZ),(NO)P(OE)g*" +1€ —— t— [Ru(NH3),P(OC;Hs)3(NO)]"

t- [RU(NH3),P(OC,Hs)3(INO)]"  _Répida o t_ [Ru(NH4),P(OC,Hs)s((NO)]*

t- [RU(NH3);P(OC,Hz);(3NO)]" 4 2 H,0 _Répiday {_ [Ru(NH3),(H,0)P(OCHs)a> + HNO + OH-

O processo apresenta-se como irreversivel no espectro voltamétrico devido as

restricoes de spin.

A reacdo do fon complexo trans-[Ru(NH3)4sP(OEt);NO]** com o alfa-
cetoglutarato (Ereq = -0,90 V), composto capaz de agir como redutor de dois elétrons
por transferéncia de elétrons de esfera externa, foi monitorada eletroquimica e
espectrofotometricamente utilizando a metmioglobina, Mb - Fe(lll), captador seletivo de
nitroxil. Os resultados obtidos sugerem o complexo supracitado como um possivel

doador de niroxil.



Vii
ABSTRACT

The electrochemical reduction behavior of the complexes trans-[Ru(NH3)sP(OEt)sNOJ*
was investigated in order to determine the possibility of these complexes to serve as
nitroxyl donors (HNO/NO"). Special emphasis was given when L = P(OEt)s. Using cyclic
voltammetry and differential pulse, square wave voltammetry and spectroelectrochemistry
techniques was possible to infer that the ion complex trans-[Ru(NH3),P(OEt)sNOJ?* suffers
an one electron reduction generating the ion complex trans-[Ru(NHs)sP(OEt)sNOJ".
Analyzing the behavior of the cyclic voltammetry spectra, is possible to conclude that the

process is irreversible by spin restrictions.

t— [RU"(NH3),(NO)P(OEt)5]** +1€& ——> t- [Ru(NH3)4P(OC,Hs)3(NO)]"

t- [RU(NH3),P(OC,Hs)3(INO)]"  _Répida o t_ [Ru(NH4),P(OC,Hs)5(3NO)]*

t- [RU(NH3),P(OC,Hs)3((NO)]" 4 2 H,0 _Rapiday, {_[Ru(NH2),(H,0)P(OCHs)a> + 'HNO + OH"

The reaction of the ion complex trans-[Ru(NHs)sP(OEt)sNO]" with the reductor agent
alpha-ketoglutarate (E;eq = -0,90V), a two electron reductor by outersphere pathway, was
monitored by electrochemistry and UV-vis spectroscopy techniques using Mb-Fe(lll) as a
selective nitroxyl scavenger. The results obtained with these experiments confirm the
original purpose of this study.
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Introducdo 1

1- INTRODUCAO

Dois fatos ocorridos na década de 80 fizeram ressurgir o interesse pela
quimica do NO. O primeiro foi 0 seu reconhecimento como responsavel pelo
relaxamento vascular e o segundo foi a constatacdo de sua producdo por
macréfagos ativados™?. Desde entéo, tem ocorrido importantes descobertas sobre a
sua implicacdo em processos biolégicos® tais como: neurotransmissdo!”, no
processo normal de erecdo do pénis®, no relaxamento da musculatura®” e no
controle da pressdo sangiiinea’®. A importancia destas descobertas acerca do NO,
aclamado como “a molécula do ano” em 1992, rendeu em 1998, o Prémio Nobel em
Fisiologia e Medicina a Louis J. Ignarro, Robert F. Furchgott e Ferid Murad. Sendo
assim, na ultima década a possivel atividade biolégica da forma reduzida de um

elétron do éxido nitrico, NO", ganhou consideravel destaque.

A quimica do o6xido nitrico (NO) envolve espécies interrelacionadas em
diferentes estados de oxidacdo (NO*, NO ou NO’) com propriedades e reatividades
distintas!***Y. Algumas propriedades fisicas que ilustram essas distingdes estdo

resumidas na Tabela 1.1.

Tabela 1.1 — Propriedades de monéxidos de nitrogénio!*™!

Molécula Nox (N)  Comprimento de ligagdo (A)  vN-O (cm™)
Céation nitrosonio (NO™) +3 0,95 2300
Oxido nitrico (NO") +2 1,15 1840

Anion nitroxil (NO") +1 1,26 1290
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O NO’ tem apenas um elétron em seu orbital 2p-Tt antiligante, como mostra o
diagrama de orbitais moleculares (Figura 1.1)%2. A presenca desse elétron
desemparelhado ocupando um orbital 1t antiligante confere ao NO carater radicalar,
com uma ordem de ligacédo de 2,5, o qual ndo apresenta uma forte tendéncia para
dimerizac&o. A remog&o desse elétron gera o NO*, cuja ordem de ligacéo é 3, sendo
isoeletrénico com N, e CO. Da mesma forma, a adicdo de um elétron no orbital T
forma o NO/, isoeletronico com o dioxigénio, com uma ordem de ligacdo 2 e com a

carga negativa localizada no atomo de nitrogénio (o par acido € HNO)™.

NO* NO *NO- 'NO-
Fo - =
sy — — 4
L s
A ol I S S
N A
I N e .

Figura 1.1 — Diagrama simplificado dos orbitais moleculares para o monéxido de
nitrogénio, contendo o atomo de nitrogénio em diferentes estados de oxidagéo[lz].

Cada elétron adicionado (de NO* a NO’) diminui a ordem de ligacdo N-O,
refletindo diretamente no aumento da distancia de ligagdo e na diminuicdo da
energia de estiramento (VNO). A medida dessas propriedades fornece dados
importantes para atribuir o carater do grupo nitrosil em compostos contendo NO. O
oxido nitrico forma facilmente complexos com ions de metais de transicdo. Muitos

desses s&o complexos onde o NO esta formalmente na forma de NO*. De acordo
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com a Figura 1.2, além da ligacdo o entre o 6xido nitrico e o metal de transicao, o
ion NO* tem dois orbitais ™ n&o preenchidos e degenerados (1T, e Ti,)
simetricamente capazes de constituirem ligacdo 1t com orbitais preenchidos ndrt de

fons metalicos™®l.

Figura 1.2 — Descricédo simplificada da interacéo entre os orbitais da molécula de NO
com os orbitais d; do metal. Doagdo de um par de elétrons o do nitrogénio do NO
para o metal, seguido de uma retrodoacdo do metal para o monodxido de
nitrogénio™?.

Por outro lado, a adicdo de mais um elétron no orbital @ da molécula de NO'
leva ao enfraquecimento da ligagdo M-NO com o centro metéalico e N-O, sendo que
a frequéncia de estiramento, vno, para nitroxilos metalicos dessa natureza estao

geralmente na regigo de 1300 a 1500 cm ™14,

A afinidade eletrbnica de NO" ira depender se o produto NO™ esta no estado
singleto ou tripleto, mas a reducédo do 6xido nitrico ao ion nitroxil pode ser realizado
por agentes redutores bioldgicos™*”.. A Figura 1.3 ilustra as diferentes espécies redox

de oxido de nitrogénio e o estado de oxidag&o do respectivo nitrogénio.



Introducdo 4
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Figura 1.3 — Esquema redox para o 6xido nitrico. Estados formais de oxidagédo dos
atomos de nitrogénio sdo mostrados em niimeros romanos®.

- R tea +e; € +2€, ree.
NO3 — NO2 ‘e— NOZ__e‘ NO =—— | HNO/ NO- — NH,OH e NH3

De todas as espécies de nitrogénio comumente estudadas (NO3z, NO;, NO.,
N.O3z, ONOO’, NO, NH,OH, NH3), o HNO/NO" é o mais enigmatico e 0 menos

conhecido.

1.1- Aspectos Gerais da Quimica do HNO

Até alguns anos atras, a espécie quimica HNO era de interesse exclusivamente
académico para quimicos e microbiologistas e de pouco interesse para
farmacologistas bioquimicos. O ion nitroxil, NO", tornou-se farmacologicamente
relevante quando revelaram a sua acdo como inibidor da enzima aldeido

deidrogenase e seu potencial para o tratamento antialcoolismot®2%,

Os nomes mais indicados para o HNO sé&o hidreto de nitrosilo ou oxonitrato
de hidrogénio (IUPAC), porém a maioria das literaturas utiliza os termos nitroxil para
o HNO e anion nitroxil para a espécie desprotonada NO’, os quais serdo utilizados

neste trabalho.

Apesar de sua simplicidade estrutural, a deteccdo e a investigacdo da quimica
do HNO, quando comparada a de outros 0xidos de nitrogénio, sdo mais complicadas
devido a sua elevada reatividade. Dentre as dificuldades para o estudo experimental

do nitroxil em solucédo aquosa destaca-se a sua curta meia-vida, de 6-10 s (em pH
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fisiolégico ou alcalino). Sua dimerizacéo € rapida e espontanea, produzindo o acido

hiponitroso (H2N.O), que se desidrata entre pH 2-11, formando o 6xido nitroso

(N,O, um agente anestésico comumente usado) e agua (Equacao 1),

. _OH
2HNO —> 'N=N] > N,0+ H,0
HO

(1)

A constante de velocidade especifica de segunda ordem para a dimerizacéo de

21 sob condigdes fisiologicas, a qual

HNO atualmente aceita é de 8x10° Lmol™s
varia consideravelmente com a concentracdo de [NO']. Dessa forma, diferentemente
das outras espécies de 6xido de nitrogénio comumente estudadas, tais como, NOg',

NO,, NO,, NO, ONOO™ e NH,OH, o HNO n&o pode ser estocado?".

Devido a dimerizacdo de HNO (Equacao 1) dificultar o acesso direto desta
espécie em sistemas quimicos e bioldgicos, muitos dos estudos sobre a quimica e
biologia do HNO utilizam moléculas doadoras de HNO, tais como nitrometano, N-
hidroxibenzenossulfonamida (Acido de Piloty), ou o sal inorganico Na,N,O3 (Sal de
Angeli, trioxodinitrato (N-N) (-2) (IUPAC), cujo acido conjugado (H;N,O3) apresenta

valores de pKai e pKaz de 2,5 e 9,7, respectivamente’®?°,

O sal de Angeli é o doador sintético mais comumente utilizado em estudos da
quimica e efeitos farmacolégicos do HNO em solugcdo aquosa. O monoanion deste
sal, HN,O3’, se decompde entre pH 4-8 liberando espontaneamente HNO (Equacéo

2), no estado fundamental singleto, com uma meia vida de 2,1 min a pH 7,4 e 37

ocl27-28]

_N=N__ == NO™ + NO; . H* )
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A velocidade das reacdes envolvendo o ion nitroxil normalmente é determinada
pela velocidade de decomposicdo de suas espécies geradoras, sendo assim a
concentracdo de ion nitroxil presente em solucdo sempre sera incerta. Portanto,
para uma melhor compreensao de HNO como um agente farmacologico, bem como
para confirmar se as atividades biologicas observadas sao realmente devido ao
HNO, novos compostos liberadores de HNO necessitam ser desenvolvidos??®=!

como alternativa ao sal de Angeli.

Mesmo o mais simples de todos os processos envolvendo o HNO, a sua
desprotonacao, é relativamente complexo. A desprotonacédo de HNO produz a base
conjugada NO™ (Equacéo 3). Entretanto, o equilibrio &cido-base do HNO néo é tipico
devido ao par acido-base conjugado ter diferentes estados de spin eletrénicos. O
estado fundamental do HNO é o singleto, enquanto que o NO tem a mesma
configuracdo eletrébnica do oxigénio molecular. Assim, possui um estado
fundamental tripleto (3NO") e um estado excitado singleto (*NO") com uma energia de
aproximadamente 17-20 kcal.mol™ maior. Isso significa que a transferéncia de préton

requer uma mudanca no estado spin, a qual é proibida pela mecanica quantica®>3%.
'HNO *+ H,0 == °NO- + H, 0" Q)

Assim, a reacdo de protonacdo-desprotonacdo do nitroxil representa um
processo proibido por spin e, por isso deve-se esperar uma baixa probabilidade de
ocorrer, ou seja, a reacao é cineticamente lenta comparada as reacdes normais de

acido-base (aquelas em que nao ocorre a alteragéo de spin).

As propriedades do nitroxil aquoso (HNO) e seu anion (NO") foram revisadas

nos ultimos anos demonstrando que o HNO é um acido muito mais fraco (pK, >
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11)?" do que se acreditavam (pKa > 4,7)F°. Assim, considera-se atualmente que o
'HNO, e ndo 3NO ou NO, é a forma dominante de nitroxil em condicdes
fisiol6gicas. Porém, o valor de pK, é pouco significativo para este sistema, que deve
considerar a velocidade de desprotonacdo de HNO e de protonacdo de NO". Desde
gue ambas as espécies HNO e NO’ sdo altamente reativas, todas as outras reacdes
envolvendo essas espécies serdo cineticamente favoraveis em relacdo a de
transferéncia de préton. Portanto, uma vez formada, a espécie 3NO™ pode ter um
tempo de vida significante (da ordem de milisegundos) antes da protonacéo,

podendo ser capaz de participar de reacdes adversast®.

Desde que o HNO é o produto de reducdo de um elétron do NO, entdo é
possivel que a simples reducdo de NO possa resultar em sua formacao®=8.
Claramente, um fator importante na geracao de HNO proveniente da reducdo de NO
deve ser o potencial de reducdo monoeletronica de NO recentemente determinado,
situando-se na faixa de -0,5 a -0,6 V (vs ENH)*"?Y a 22 °C. Por outro lado, o
potencial de reducéo para o par NO/*NO™ é mais desfavoravel (-0,8 V vs ENH)*"?H g
22 °C. Assim, ao menos em principio, propdem-se que a espécie HNO poderia ser
formada pela reducéo direta de um elétron de NO em meio biologico, apesar da

“proibicao” de spin.

Além das espécies HNO e 3NO°, existem outras espécies de nitroxil
semelhantes em estrutura e estado spin. A protonacéo do *NO" foi proposta para
ocorrer no 4tomo de oxigénio (mais eletronegativo), formando o *NOH"?Y. Porém, a
Unica evidéncia experimental direta para a existéncia de *NOH foi obtida através da
deteccdo de uma banda de IR em uma matriz de argdénio sélido seguindo por uma

descarga de microondas dentro de uma mistura H,/NO/Ar. Em contraste, a presenca
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da espécie HNO foi observada espectroscopicamente na fase gasosa e em uma
matriz de argdnio 40 anos antes®®. A Figura 1.4 ilustra as diferentes espécies de

nitroxil*8l,

1 Katg 1, ~— 3 N C 3 1
HNO—— NO — NO —<~—— "NOH —> "HNO —> "HNO

Figura 1.4 — Espécies de nitroxil

As espécies 'NO™ e NOH ndo devem ser acessiveis biologicamente, visto
que eles ndo podem ser gerados sob condi¢gBes bioldgicas normais por processos
térmicos. As energias relativas dessas espécies estdo representadas na Figura

1.5, mostrando que as espécies *HNO e *NO" sdo as mais estaveis em solucao.

INO:
3NOH
17-20
kcal/mol 33-35
e ___| kecal/mal __
2o 3NO"
15 kcal/mol
IwNno T T B

1 . +
HNO == °No- + H' pK,=11

'HNO == 'NO™ + H" pK,=23

Figura 1.5 — Diagrama de energia das varias espécies de nitroxil em fase gasosa.

E estabelecido que o &nion nitroxil no estado fundamental tripleto, *NO", pode
reagir com O, para formar o peroxinitrito, ONOOP**Y (Equacdo 4), um oxidante
-1[27]

forte, com uma constante de velocidade de segunda ordem de 2,7x10° L.mol™.s

a 22 °C.
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°NO™ + ¥, —> ONOO~ (4)

Porém, espera-se que baixas concentragdes de NO™ seja produzido por HNO
em condicdes fisiologicas. Dessa forma, a reacdo de HNO com O, apesar de
relativamente lenta (K, = 3x10°® M1.s%)% & potencialmente mais relevante em
sistemas bioldgicos, visto que esta espécie é a mais estavel em meio fisiolégico. A
literatura sugere que a reacdo de HNO e O, produz um potente oxidante de dois

elétrons distinto do OONO™? 421,

Os resultados de estudos das propriedades farmacoldgicas de doadores de
HNO, como exemplo, o sal de Angeli*?, indicam que o HNO quando administrado
antes da isquemia atua como protecdo para um subsequente dano de reperfusédo. O
dano de isquemia-reperfusdo é um fendmeno pelo qual tecidos isquémicos
(ausentes de oxigénio) sao altamente danificados quando o fornecimento de
oxigénio € reestabelecido, possivelmente devido a formacdo de superoxido (O2) e
peroxido de hidrogénio (H,O,). Neste caso, o 6xido nitrico protege contra os danos
de reperfusdo, provavelmente por captacdo do superoxido. Entretanto, a
administracdo de HNO durante a reperfusdo agrava o dano de isquemia-
reperfusdol*®***° Recentes descobertas de que o HNO possui a capacidade de
aumentar a contracdo ventricular esquerda e, a0 mesmo tempo, diminuir a
sobrecarga cardiaca e a pressao diastélica sem aumentar a resisténcia arterial, faz
com que o nitroxil seja um candidato ideal para o tratamento de ataque cardiaco,
desde que aumente a contracdo cardiaca, enquanto diminui a resisténcia

vascular®®.
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Como o o6xido nitrico, o nitroxil também tem sido ligado a processos de
vasodilatacao!*®. Além disso, os estudos dos efeitos de HNO no sistema
cardiovascular indicam que a sua acdo é independente de NO e do monofosfato
ciclico de guanosina (cGMP). Especificamente, o nitroxil estimula a liberacdo de
peptideos relacionados ao gene calcitonina (CGRP), a qual conduz a uma elevacao
de monofosfato ciclico de adenosina (MPACc) intracelular, enquanto que o Oxido
nitrico age atraveés da ativacdo de guanilato ciclase soluvel (sCG) e elevacdes na

concentracéo de MPGct ¥, como mostra a Figura 1.6.

Ativacdo de CGs <«— NO HNO — PRGC f
(guanilato ciclase solavel) (receptor relacionado ao gene calcitonina)

‘

'V'Zfd MLPACT
Vasodilatagéo, etc Vasoollilatagéo

Figura 1.6 — Esquema das rotas de acdo de NO e HNOM®!

Isso indica que o HNO deve agir (pelo menos em sistemas cardiovasculares)
pela rota contendo monofosfato ciclico de adenosina (MPAc), a qual é
fundamentalmente distinta da rota seguida pelo NO. Essa diferengca fundamental
entre as acdes de HNO e NO tém sido descritas como “ortogonais”, pois envolvem
sistemas de mensageiros distintos, sugerindo que as acdes de HNO ndo séo
simplesmente devido a sua conversdo oxidativa a NO. Estes estudos indicam a
capacidade do nitroxil atravessar a membrana celular e acessar o espaco

intracelular®”.

Desde que a energia de ligacdo H-NO é somente de 48-50 kcal.mol™, o HNO

pode agir também como um bom doador de atomo de hidrogénio. Sendo assim,
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espera-se que o HNO possa ser um eficiente captador de radicais e/ou antioxidante

através da doacado do atomo de H e formacéo de NOM®!.

Como todos os agentes farmacologicos, o0 HNO também pode ter implicacdes
toxicoldgicas associada com a sua administracdo. Pesquisadores revelaram que o
HNO, derivado do sal de Angeli, € citotoxico para fibroblastos em concentracdes
milimolares do doador**¥, e causa danos aos sitios especificos de DNA, sendo este
altimo independente de O, (Equacéo 3), indicando que ONOQO™ ndo esta envolvido

neste processo®”.

Por causa da natureza altamente reativa do nitroxil, sua deteccao direta
permanece dificil, sendo mais comumente identificado indiretamente por meio de
seus produtos finais estaveis, por exemplo o N,O. Por isso, a detecgdo de N,O tem
sido usada como evidéncia da geracdo de HNO, devido a reacdo de dimerizacdo
(Equacédo 1). Entretanto, isso ndo é prova absoluta da intermediacdo de HNO, visto
gue N,O pode ser gerado por caminhos que ndo envolvem HNO livre, tais como via
reducdo de NOPY. Além disso, a formacédo de N,O é uma reacéo de segunda ordem
e deve requerer altas concentragcfes de HNO para que a reacdo produza N,O em

concentracdes significativas.

Um dos primeiros detectores descritos para a identificagao do nitroxil ocorre via
reacdo com tetracianoniquelato, [Ni(CN)4*, onde o ion NO™ desloca o fon CN™ no

complexo citado, obtendo-se como produto a espécie niquel-nitroxil (Equacao 5)®2,
Ni(CN),> + HNO/NO - NiNO(CN);* + HCN/CN (5)

A formac&o do produto [NiNO(CN)s]* é monitorado espectrofotometricamente a

A = 498 nm (e = 427 L.mol™.cm™). Entretanto, este processo néo é eficiente, pois é
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dependente do pH e s6 ocorre em condicbes onde o pH esta acima de 9,0,
limitando-se com isso, a utilizacdo de alguns nitrosilos complexos, que sao instaveis

em solucdes de baixa concentragéo hidrogenidnicas®?.

Baseado no potencial de reducéo para o NO (de -0,5 a -0,8 V vs ENH), o
HNO/*NO™ pode agir como um poderoso redutor de um elétron. Por exemplo, a
reacdo de HNO com o heme férrico resulta na geracdo do aduto nitrosil ferroso, em
competicdo com a formacéo de N,O, via nitrosilagdo redutiva (Equacdo 6)“*%% com

uma constante de velocidade de 8x10° M*.s™*% sob condicdes fisioldgicas.

Fe''Mb + HNO —> Fe(NO)Mb + H* (6)

A formacdo de nitrosilmioglobina (MbNO) pode ser determinada pelo
monitoramento espectrofotométrico do aumento de absorbancia em 543 e 578 nm a
25 oCl**%l Dessa forma, a formacdo de fon nitroxil pode ser confirmada por
captacdo com metmioglobina (Fe(lll)), sendo este, portanto, o método que sera
utilizado neste trabalho. Outros métodos de deteccao/captacdo de HNO tém sido

o56-57]

estudados, tais como via reagcdo com nitrosobenzen . Entretanto, ndo seréo

utilizados em nossos estudos.

1.2- Compostos nitrosilos de ruténio

Em nosso Grupo de pesquisa foram sintetizados complexos do tipo trans-
[RUNO(NH3)4L]*", onde L= isn, nic, py, 4-pic, L-Hist, imN, dentre outros®. Estes
ligantes foram escolhidos considerando sua correspondente acidez e basicidade e
o, a fim de modular em intensidades diferentes a interagdo Ru-NO ao longo do eixo
L-Ru-NO. As vias de sintese estdo bem definidas e os complexos apresentam

caracteristicas convenientes para sua aplicagdo como modelos de farmacos, pois
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sao soluveis em agua, estaveis em presenca de oxigénio e apresentam moderada
toxicidade. Além disso, como as amobnias se comportam como ligantes inocentes é
factivel, em principio, modelar as propriedades do ligante NO* em funcéo do ligante

L, situado em posicao trans na esfera de coordenacédo do metal®,

O interesse farmacologico em se produzir substitutos para o nitroprussiato,
composto utilizado como agente terapéutico devido a sua eficacia como
vasodilatador, encoraja a sintese de compostos de coordenacao que possam liberar
ou captar o 6xido nitrico de forma controlada. Esse interesse se deve ao fato de que
0 nitroprussiato de sodio libera ions cianeto, que € reconhecidamente toxico, além
de nao permitir a modelagem de suas propriedades, por alteracdo em sua esfera de
coordenacdo®. Dessa forma, a habilidade em liberar NO" por reducdo quimica,
aliada a solubilidade dos compostos de ruténio sintetizados em nosso laboratorio
tornou claras as suas potencialidades como modelo de farmacos doadores de NO®*
%2 Assim sendo, a descoberta dos efeitos farmacoldgicos de HNO nos inspirou a
investigar detalhadamente o potencial dos complexos de ruténio como liberadores

de nitroxil.

Dentre os compostos, o complexo trans-[RUNO(NH3)4,P(OEt)s](PFe)s € 0 que se
apresenta como candidato bastante promissor para o estudo de liberacdo de nitroxil,
devido ao seu espectro eletroquimico, o qual indica claramente a existéncia de um
segundo processo de reducdo apO0s a formacdo da espécie trans-

[RUNO(NHs)4P(OEt)3)*".
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2. OBJETIVOS

Considerando o conhecimento acumulado em nossos estudos sobre
nitrosilos, o presente visa estudar eletroquimicamente os ions complexos
nitrosilos de ruténio sintetizados em nosso laboratério, tais como: trans-
[RUNO(NH3).L]**, onde L = P(OCyHs)s, piridina, imidazol, 4-picolina,
nicotinamida, ou [RuNO(cyclam)(CI)]** e [RuNO(Hedta)], objetivando esclarecer
0 segundo processo de reducdo nos complexos supracitados. Com base nas
caracteristicas dos espectros voltamétricos, 0 composto trans-
[RUNO(NH3)4P(OC,H5s)](PF6)s sera escolhido para o estudo de liberacdo de
HNO por possuir a segunda onda catodica mais bem definida e a potenciais
menos negativos em relacdo aos demais complexos. Além disso, o efeito e
influéncia trans do P(OC:Hs); proporciona a rapida liberacdo do ligante
HNO/NO™ da esfera de coordenacdo da espécie gerada na segunda onda de
reducdo. A investigacao sera conduzida através de técnicas eletroquimicas e

espectroeletroquimicas.

A reducdo do complexo trans-[RUNO(NH3)sP(OC,Hs)s]*" também sera
investigada utilizando-se um composto capaz de agir como um redutor (a-
cetoglutarato), cujo potencial seja acessivel a segunda onda de redugdo no
complexo. Além disso, para avaliar a estabilidade da espécie contendo
HNO/NO™ coordenado ao metal no complexo trans-[RUNO(NHs)4P(OC,Hs)s]**
sera utilizado um composto capaz de reagir com o nitroxil liberado em solucéo.

Para tanto, serdo utilizadas técnicas eletroquimicas e espectroscépicas.
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3- PARTE EXPERIMENTAL

A agua utilizada para a preparacdo das solucdes foi previamente destilada e
posteriormente deionizada por um sistema Milli-Q (Millipore), e todos os reagentes
utilizados foram de pureza analitica (Aldrich, Sigma ou Merck). Quando necessario,

realizou-se sua purificacdo conforme métodos descritos na literatura®X.

3.1- Reagentes e solucbes

« Argénio ®¥

As preparacbes e os experimentos envolvendo complexos de ruténio foram
sempre realizados sob atmosfera inerte, utilizando-se técnicas padrbes para a
manipulagdo de compostos sensiveis ao oxigénio. Assim sendo, utilizou-se argénio,
de procedéncia White Martins, nestes experimentos. O fluxo de argénio utilizado nas
operacOes de desaeracao foi purificado para eliminar tracos residuais de oxigénio,
antes de chegar as solugbes. Dessa forma, fazia-se o gas passar através de dois
frascos lavadores contendo solucdo de Cr(ll) 0,3 molL™* em CrCl; e HCI 0,5 molL™,
previamente desaerada, com amalgama de zinco. A reducao total dos ions Cr(lll)
pelo amalgama de zinco e sob atmosfera de argbnio foi efetivada apés um periodo
de 6 horas, constatada pela mudanca da coloracdo verde para azul. Um terceiro
frasco contendo acido sulfdrico concentrado foi utilizado, a fim de eliminar a umidade
presente no gas. Todos 0os compostos preparados foram estocados em dessecador,

a vacuo, e na auséncia de luz.
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* Amalgama de zinco

O amalgama de zinco foi preparado pela reacdo de uma solucdo saturada de
cloreto de mercurio (1) em HCIO4 0,05 molL™ com zinco metélico granulado, que foi
previamente tratado com uma solucdo de HCIO, 4,0 molL™. Apés 10 minutos, o
amalgama foi separado da solucéo, lavado com agua destilada, seco ao ar em papel

de filtro e imediatamente utilizado apds a sua preparacao.

*« Solventes

Eter etilico: Foi tratado com CacCl, e sulfato ferroso amoniacal e destilado. Apos
a destilacdo foi adicionado, lentamente, fios de sodio metélico, permanecendo
armazenado até cessar a evolucdo de bolhas de gas. Em seguida foi filtrado e

novamente destilado.

Gas oxido nitroso: (99,9% de pureza e de procedéncia White Martins) foi

utilizado sem tratamento prévio.

Acido trifluoroacético: (CFsCOOH 99% de pureza e de procedéncia Aldrich) foi
usado na preparacao de solucdes com diversas finalidades: controle de pH, sinteses

e eletrdlito de suporte.

Ligante trietilfosfito: (P(OEt)s, de procedéncia Aldrich) foi destilado. O espectro
de Ressonancia Magnética Nuclear *'P indicou auséncia de fosfonados. O reagente
foi entdo ampolado em frasco contendo 1 mL do ligante, ao abrigo da luz. Quando
necessario, o ligante foi tratado com sédio metalico, seguido por destilacdo a

pressdo reduzida. Ao se observar uma forte banda em 1260 cm™ por espectroscopia
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na regido do infravermelho, a qual caracteriza uma ligacdo P=0, faz-se necessario

tratar o ligante trietilfosfito com sédio metalico.

Composto tricloreto de ruténio: (RuCls.xH,O de procedéncia Aldrich) foi
empregado como reagente de partida na sintese do complexo cloreto de

cloropentaaminruténio (I11) ([Ru(NH3)sCI]Cly).

Hexafluorofosfato de Amoénio: (NH4PFs 99% de pureza e de procedéncia

Aldrich), foi usado como contra ion nas sinteses dos complexos de ruténio.

Composto a-cetoglutarato: (Na,CsH4O5 99,5 % de pureza e procedéncia Acros
Organics) foi utilizado na reacdo com o complexo de ruténio, sem qualquer

tratamento prévio.

Metmioglobinal®: foi preparada por oxidacdo de mioglobina de musculo de
esqueleto do cavalo (95-100%) em pH 4,2 e tamp&o acetato 0,1 molL™?, com um
excesso de ferricianeto de potassio (5% molar) no mesmo tampao. O excesso de
ferricianeto foi removido por filtracdo da solucdo em uma coluna cromatografica por
exclusdo de tamanho Sephadex G-25, equilibrada em pH 4,2 em tampéao acetato 0,1
molL™. Depois de filtrada, aliquotas foram armazenadas na geladeira por trés dias

ao maximo, em auséncia de luz.

» Eletrolito de Suporte

A forca ibnica das solucdes foi mantida utilizando trifluoroacetato de sodio,
NaCF3;COO. A solucdo deste sal foi preparada a partir do acido trifluoracético
(Aldrich), e de hidroxido de sodio (Merck). Os dois reagentes padronizados foram

misturados em quantidades suficientes para se ter uma solucdo estoque com a
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concentracdo em 0,1 molL™. O valor do pH desejado em cada experimento foi
ajustado pela adicdo de uma solucdo de hidroxido de sédio 1,0 molL™ e/ou A&cido

trifluoracético 1,0 molL™,
* Formacéo de NO

O gas NO foi produzido pela adicdo de H,SO,, proveniente de um funil de
separacao, em NaNO, sdlido, contido em um erlenmeyer. O gas formado foi forcado
a passar através de um vaso lavador contendo NaOH concentrado para remover
tracos de NO, e, em seguida, foi borbulhado através de um outro frasco contendo

agua destilada, a fim de remover a possivel presenca de NaOH carregado pelo gas.

« Oxido de Deutério (D ,0)

O oxido de deutério, 99,8 % de pureza e de procedéncia Aldrich, foi utilizado

como solvente nos experimentos de ressonancia magnética nuclear de fosforo.

3.2- Sinteses

Os compostos trans-[RUNO(NH3)4(L)](BF4)3, onde L= imN, 4-pic, py e nic, ja
sado conhecidos e foram sintetizados seguindo procedimentos descritos na
literatura®®, a partir dos compostos precursores [Ru(NHs)sClJCLP®,  trans-
[RU(NH3)4(HSO3)-]®®, trans-[Ru(NH3)sSO,CIICI®® e trans-[Ru(NHz)4(SO4)L]CIPE57,
O composto [RuNOHedta] foi sintetizado a partir dos precursores K;[RuClsH2O] e
K[RuHedtaCI] de acordo com a literatura®®!. O  composto
[Ru(NO)Cl(cyclam)](PFe),l">"™ foi gentilmente cedido pelo prof. Dr. Elia Tfouni —
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade S&o
Paulo. O composto trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)3](PFes)s foi sintetizado conforme

descrito abaixo.
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e [Ru(NH3)sClICI B8

2,0 g de RuCl3.xH,0 foram dissolvidos em 27,0 mL de agua destilada. A seguir,
adicionou-se cuidadosamente 26,0 mL de hidrato de hidrazina (NH,NH;xH,O) sob
agitacao constante e em banho de gelo. A mistura permaneceu reagindo por 6 horas
e, em seguida, adicionou-se 50,0 mL de HCI concentrado, sob banho de gelo e
agitacdo. A solucdo foi refluxada por 2 horas, ocorrendo a formacdo de um
precipitado amarelo. A mistura foi resfriada, o solido filtrado e lavado por diversas

vezes com HCI 1,5 molL™ gelado.

Recristalizacdo: O solido obtido foi dissolvido em 200,0 mL de HCI 0,1 molL™
a quente (50-60°C), e a solugdo resultante foi filtrada a quente apds completa
dissolugéo. O sdlido foi reprecipitado pela adicdo de excesso de HCI concentrado a
solucdo, ainda a quente, em banho de gelo. O sélido amarelo formado foi filtrado,

Seco a vacuo e estocado ao abrigo da luz.

+  [Ru(NH3)sH,0](PFg),l"2

Adicionou-se 0,2 g de [Ru(NH3)sCI|Cl; e algumas pastilhas de amalgama de
zinco a 7,0 mL de uma solucdo aquosa, previamente desoxigenada, de CF;COOH
0,01 molL™. Apds 1 hora de reacdo, sob fluxo de argénio, o amélgama reduz o Ru
(Il a Ru (Il), sendo o ion cloreto substituido pela agua rapidamente. A solugéo
adquiriu uma coloracdo amarelo claro. A seguir, adicionou-se 1,0 g de NH4PFs e
filtrou-se o precipitado amarelo em glove-bag. O sdlido foi lavado com etanol e

secado a vacuo durante 15-20 minutos e usado posteriormente.
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»  trans- [RU(NH3)4(P(OEts)](PFe) "

Em um frasco borbulhador, colocou-se 10,0 mL de acetona, previamente
desoxigenada por 30 minutos, e adicionou-se 0,2 g de t-[Ru(NH3)sH.O](PFs)2,
recentemente preparado, e 1,0 mL de trietilfosfito, (P(OEt)3). A mistura permaneceu
reagindo, sob fluxo de argbnio, por aproximadamente 1 hora. O excesso de acetona
foi eliminado empregando-se o evaporador rotatorio, formando o bifosfito complexo,
trans-[Ru(NHs)4(P(OEts),]**. O sélido amarelo claro foi precipitado com a adicdo de
uma mistura éter-etanol 2:1. O solido foi filtrado e lavado com uma mistura de
éter/etanol, para a eliminacédo do excesso de ligante, secado e estocado a vacuo, ao

abrigo da luz.

« trans- [RUNO(NH3)sP(OEt)3](PFe)s ™

200 mL de CFsCOOH 0,001 mol.L™ foram desoxigenados sob fluxo de argénio
por aproximadamente 3 horas. Em seguida, adicionou-se 0,2 g de trans-
[Ru(NHs)4(P(OEt)3),](PFe)2. A mistura permaneceu em reacgdo a 40 °C por 5 horas,
sob fluxo de argbnio. Sob estas condicbes forma-se o ion t-
[RU(NH3)4(P(OEts),H,0]*%® " cuja formagédo foi acompanhada por Espectroscopia
na regido do UV-Visivel, através da formacdo da banda em 316 nm (¢ = 650 Lmol
'em™®)™. Evaporou-se o0 excesso de solvente em evaporador rotatério, a
aproximadamente 40 °C, até atingir o volume de aproximadamente 3,0 mL. A esta
mistura adicionou-se 2,0 mL de CF3sCOOH 2,0 molL™?, para acidificar o meio. Sob
constante fluxo de argobnio, adicionou-se 0,2 g de NaNO,. A solugcdo adquiriu
imediatamente uma coloragdo résea. Esta mistura permaneceu em reacao por 30
minutos. Em seguida, adicionou-se 0,15 g de NH4PF; e deixou-se no refrigerador até

a formacédo de um sdlido cristalino roseo. O precipitado foi filtrado, lavado com éter,
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previamente desoxigenado, seco e estocado a vacuo e ao abrigo da luz. O

composto € soluvel em agua e etanol, e insolivel em éter etilico e cloroférmio.

Todos os compostos foram caracterizados por: espectroscopia na regiao do
UV-Visivel e do infravermelho, ressonancia paramagnética de elétrons e técnicas

voltamétricas.

3.3- Metodologia Experimental

» Espectroscopia Eletrénica nas Regides do Ultraviole  ta e Visivel

As medidas nas regifes do visivel e ultravioleta foram realizadas em um
espectrofotometro Hittachi modelo 3501-U, utilizando-se células de quartzo com
caminho Optico de 1,0 cm adaptadas com rolhas de borracha. As analises foram
feitas sob atmosfera inerte, com as cubetas cujas extremidades superiores foram
vedadas por uma rolha de borracha, a qual permitia a passagem de um tubo de
teflon (“tygon”), para a transferéncia da solucéo. A temperatura foi mantida constante
(20,0 + 0,2)T com o auxilio de um termostato da marca Superhom de fabricacdo
nacional. As medidas foram realizadas pela leitura direta dos espectros utilizando-se

como branco o respectivo solvente.

» Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermel ho vs Potencial

As medidas de espectro vibracional vs potencial foram realizadas no laboratério
de Eletroquimica, do Instituto de Quimica de S&o Carlos, sob supervisdo da prof®.
Dra. Tereza Benita lwasita, utilizando-se de um sistema Potentioscan Wenking,
modelo POS 73 e um espectrofotdmetro BOMEM FTIR modelo NEXUS 870 MB-102,
equipado com um acessorio de reflectancia especular de angulo variavel e um

detector. Os espectros foram obtidos a partir de amostras liquidas (solu¢cdo aquosa
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de NaCF3;COO) em pH = 3,0 forca i6nica 0,1 molL™* e a temperatura ambiente. A
solucdo foi desaerada com gas nitrogénio. Neste experimento foi utilizado um
sistema composto por trés eletrodos: eletrodo de carbono vitreo como eletrodo de
trabalho, eletrodo de hidrogénio como referéncia e eletrodo de platina como auxiliar.
O angulo incidente foi ajustado para 27°. Um total de 50 varreduras interferométrica
com resolucdo de 8 cm™, que foram acumuladas para um espectro médio nos
experimentos de FT-IR, a cada etapa de potencial. O espectro resultante foi

normalizado como a Equacao 7 sugere.

AR [R(E) - R(ER) (7)

R R(Eg)

Onde Es, Er representam o potencial aplicado sob a amostra e o potencial de
referéncia, e R(Es) e R(ER) representa o espectro de feixe simples obtido a Es e Eg,
respectivamente. Pela subtracdo do espectro de reflexdo ao potencial da amostra,
R(Es), do espectro de reflexdo ao potencial de referéncia, R(Egr), 0 “background”
devido a absorcao do solvente € eliminado. Conseqientemente, um sinal no sentido
negativo e um no sentido positivo de bandas indicam o aumento e a diminuicdo em

intensidade de transmiss&o das bandas a Es, respectivamentel”> "%,

» Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

As medidas de ressonancia magnética nuclear (RMN 3'P) foram realizadas
obtidas empregando-se um espectrémetro Bruker, modelo AC 200, munido de
magneto 4,7 T. Os espectros de RMN *!'P foram obtidos em solucdo de &gua
deuterada e trifluoroacetato de sédio em pH 3,0. Os experimentos foram realizados

na Universidade Federal de Sdo Carlos, pelo aluno Gustavo Von Poelhsitz.
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As solucdes foram desaeradas por 30 minutos e transferidas via “tygon” para o

interior do tubo de RMN, previamente desaerado.

+ Voltametria Ciclica e de Pulso Diferencial

As técnicas de voltametria ciclica e de pulso diferencial foram empregadas para
o estudo preliminar da segunda reducdo eletrbnica dos complexos de ruténio
sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa. De inicio, 0s experimentos consistiram
em testes com diferentes compostos, no intervalo de potencial adequado a cada um,
com o intuito de avaliar a resposta voltamétrica. Nestes experimentos, 0s
voltamogramas ciclicos foram registrados no intervalo de 1,0 a -1,2 V vs eletrodo de
calomelano saturado (ECS), empregando-se o sistema eletroquimico EG&G
Princeton Applied Research — Modelo 264 A.

A célula eletroguimica, munida com camisa para circulacdo de &agua
termostatizada, era constituida por trés eletrodos: um eletrodo de calomelano
saturado como referéncia, um fio de platina como auxiliar e um eletrodo de carbono
vitreo como eletrodo de trabalho. Um tubo para entrada de argénio foi adaptado na
tampa da célula de forma que, atingisse a solucdo antes das medidas, e na
superficie da solucdo durante o registro dos voltamogramas ciclicos (Figura 3.1).
Uma solugdo de HCF3;COO/NaCF;COO 0,1 molL™* em pH = 3,0 foi usada como
eletrolito. Os voltamogramas foram registrados em um programa desenvolvido pela

MICROQUIMICA Ind. Com. e Rep. LTDA.

Os experimentos foram realizados a (25,0 + 0,2) € e a (2,5 £ 0,2) T,

mantendo-se a temperatura constante com o auxilio de um banho termostatizado.
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e Voltametria de Onda Quadrada

As medidas de voltametria de onda quadrada foram realizadas no laboratério
de Materiais Eletroquimicos e Métodos Eletroanaliticos do Instituto de Quimica de
S&o Carlos, por Andréia Renata Malagutti. O experimento foi conduzido nas mesmas
condicdes utilizadas para a realizacdo das medidas de Voltametria Ciclica. Para isso
foi utilizado o sistema Potenciostato/Galvanostato Autolab, modelo PGSTAT
12/30/302 acoplado ao programa GPES Manager — General Purpose,

Electrochemical System version 4.9.

Um passo importante para a realizacdo do experimento foi a otimizacado dos
parametros que possam influenciar na resposta voltamétrica. Para isto foi realizado
um teste dos parametros da voltametria de onda quadrada, como frequéncia da
onda quadrada (f), amplitude da onda quadrada (AEp) e incremento de varredura

(AEs), buscando, desta forma, o melhor sinal analitico.

e Medidas de pH

As medidas de pH foram realizadas utilizando-se de um pHmetro, ION
ANALYSER modelo PHM250 Meter Lab - Radiometer Analitical - Copenhagem,
equipado com eletrodo de vidro, combinado com um eletrodo de referéncia Ag/AgCl,

em KCI 3 molL™.
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» Decomposigcao Gaussiana

Quando necessario, para uma melhor interpretacdo, os voltamogramas foram
submetidos a decomposicéo grafica empregando-se o programa do Microcal Origin
6.0. As deconvolugdes foram realizadas mediante condigao de retorno, assumindo-

se formas gaussianas para as componentes individuais dos voltamogramas.

3.4- Métodos e Calculos

« Voltametria Ciclica "7

A voltametria é uma técnica eletroquimica onde as informacdes qualitativas e
quantitativas de uma espécie quimica sdo obtidas a partir do registro de curvas
corrente-potencial, feitas durante a eletrOlise dessa espécie em uma cela
eletroquimica constituida de pelo menos dois eletrodos, o eletrodo de trabalho e o
eletrodo de referéncia. O potencial € aplicado entre os dois eletrodos em forma de
varredura, isto €, variando-o a uma velocidade constante em funcédo do tempo. O
potencial e a corrente resultante séo registrados simultaneamente. A curva corrente

vs potencial obtida € denominada de voltamograma.

As técnicas voltamétricas permitem extrair varios parametros importantes para
0 estudo do comportamento de varios compostos inorganicos, dentre eles o grau de
reversibilidade da reacéo, a ocorréncia ou nao de processos adsortivos na superficie
do eletrodo e o nimero de prétons e elétrons envolvidos na reacdo. Sendo assim, a
técnica de voltametria ciclica foi utilizada neste estudo e o0s parametros
eletroquimicos foram obtidos diretamente dos voltamogramas ciclicos, ou seja, das

curvas de corrente (i) versus potencial (E).
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*  Voltametria de Onda Quadrada ["**

Uma das técnicas eletroquimicas selecionadas para o estudo do
comportamento eletroquimico do fon complexo trans-[Ru(NHs),P(OEt)sNOJ** foi a
voltametria de onda quadrada (VOQ). Na voltametria de onda quadrada, a forma do
pico de corrente resultante € proveniente da aplicacdo de pulsos de potenciais de
altura AE, (amplitude de pulso), que variam de acordo com uma escada de potencial

com largura AE; (incremento de potencial).

As curvas de corrente-potencial apresentam perfil bem definido e séo,
geralmente, simétricas, porque as correntes elétricas sdo medidas somente no final
de cada semiperiodo (final dos pulsos diretos e reversos). A diferenca entre duas
leituras sucessivas (i = i1 — i), corrente resultante (Ai), que € um sinal obtido
diferencialmente, é registrado como uma funcédo do potencial de cada periodo de
meia onda. Isso faz com que a técnica apresente excelente sensibilidade e baixa
influéncia das correntes capacitivas. Esta medida precede um tempo inicial () que é
onde o eletrodo de trabalho é polarizado a um potencial onde a reacao redox nao
ocorre. As variagcdes na altura e na largura do pulso de potencial sdo sempre

constantes para um determinado intervalo de potenciais.
A

Potencial

\J

{; Tempo

Figura 2.1 — Forma da onda tempo/potencial para a voltametria de onda quadrada,
mostrando a escada de potencial, Es, o potencial de pulso, E,, e o tempo entre as
escada aplicadas.
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O incremento de potencial (AEs) € um dos responsaveis pela definicdo da
velocidade de varredura de potenciais, visto que esta é dada pelo produto do

incremento de potencial pela frequiéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial.

A corrente de pico (ip) apresenta uma relagdo linear com a freqiéncia de
aplicacdo do pulso de potencial (f), se a reagéo for totalmente irreversivel (Equacao

8):

b = K ®)

Para os potenciais de pico em reacOes redox totalmente irreversiveis, existe

uma relacéo linear entre (E,) e o logaritmo da frequéncia, com uma inclinagéo de :

OEp 2.3RT

= o9 9
Slog (f) anF ©)

onde R é a constante dos gases, T € a temperatura, a o coeficiente de
transferéncia eletrbnica, n o nimero de elétrons envolvidos na transferéncia

eletrbnica e F a constante de Faraday.

Esta metodologia possibilita uma varredura completa do potencial em curto
intervalo de tempo, se comparado a técnicas tradicionais como a voltametria de
pulso diferencial, além de minimizar ao méximo os efeitos da corrente capacitiva.
Além disso, observando-se o sinal de corrente obtidos nas varreduras direta e
inversa € possivel conseguir as mesmas informacgdes da voltametria ciclica e, assim,
analisar o mecanismo de reducdo eletroquimica trans-[RUNO(NHs)4P(OC,Hs)s]**

pela variagdo dos parametros voltamétricos.
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e Calculos Teoricos

Todos os célculos tedricos das espécies trans-[Ru(NHs),P(OEt)sL]", onde L =
NO*, NO, NO" e HNO foram realizadas no Instituto de Quimica de S&o Carlos, por

83 Os calculos tedricos

Francisco das Chagas, usando o programa Gaussian 03
foram realizados com o intuito de verificar o provavel sitio de reducdo da espécie
trans-[Ru(NHs),P(OEt)sNOJ?*. Inicialmente foram desenvolvidos célculos da
geometria no vacuo em nivel de Teoria de Densidade Funcional (DFT) utilizando o
funcional hibrido B3LYP com o conjunto de base LanL2DZ. Com as estruturas
otimizadas no véacuo, realizaram-se célculos levando em consideracdo o efeito do
solvente. O modelo utilizado foi o modelo de polarizacdo continua (Polarized
Continuum Model - PCM)®*#! Esse modelo define a cavidade como a unido de uma
serie de esferas atdmicas entrelacadas. O efeito da polarizacdo do solvente é
representado numericamente e computado por uma integragdo numeérica. A 4gua foi
utilizada como solvente no presente trabalho. Os calculos foram realizados sem
imposicao de simetria C; para todos os complexos. Os Calculos de frequéncia foram
realizados para verificar o verdadeiro estado de minimo das estruturas otimizadas.
Os célculos dos orbitais naturais de ligacdo foram realizados utilizando o programa
NBO 3.0 como esta implementado o programa Gaussian 03. Os orbitais de
fronteiras, HOMO e LUMO, foram representados pelo programa de visualizagcéo
Gauss View, versdo 3.09®%”.. Os métodos que utilizam orbitais moleculares tém sido
utilizados nos célculos de diversos parametros de interesse quimico. Dentre estes
parametros dois sdo muito utilizados em estudos das relagdes estrutura-atividade:
energia do HOMO (“Highest Occupied Molecular Orbital” — orbital molecular ocupado
de mais alta energia) e energia do LUMO (“Lowest Unoccupied Molecular Orbital” —

orbital molecular desocupado de menor energia).
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4- RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 — Perfil voltamétrico do fon complexo  trans-[RUNO(NH 3),P(OC,Hs)s]*"

A técnica de voltametria ciclica (VC) foi empregada para a avaliagédo preliminar da
reacdo de reducao dos complexos nitrosilos de ruténio, a fim de se familiarizar com os
seus respectivos espectros voltamétricos. Em particular, o interesse inicial era de
verificar quais dentre esses compostos possuem um segundo processo de reducado
acessivel aos redutores biolégicos. Os voltamogramas mostraram que o ion complexo
trans-[RUNO(NH3),P(OC,Hs)s]** apresenta uma segunda onda de reducdo bem definida

e a potencial menos negativo em relacdo aos demais compostos.

A Figura 4.1 apresenta o perfil voltamétrico do ion complexo trans-

[RUNO(NH3)4P(OC,Hs)s]**.

3,0x10™

0,0 4

Corrente, A

-3,0x10™

-6,0x10™

1,2 -0,6 0,0 0,6
Potencial, V

Figura 4.1 — Voltamograma ciclico do ion complexo trans-[RUNO(NHz3)4P(OC,Hs)]*" em
solucdo de CF3;COOH/NaCF3;COO, mostrando o perfil voltamétrico. (—) primeira
varredura; (...) segunda varredura. Condicées: pH = 3,0; p = 0,1 mol.L™"; Cgy = 1,3x107
mol.L?, v=0,1V.s?; T = 25°C; eletrodo de trabalho: carbono vitreo.
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Pode-se observar neste voltamograma a existéncia de trés processos no intervalo
de potencial de 1,0 a -1,2 V em solugdes cujo pH varia de 1,0 a 3,0: o pico catodico Epca
em -0,18 V vs ECS, é atribuido & reducdo reversivel da espécie [RUNO**" a [RUNO’]** e
0 pico catodico Epa; a oxidagéo do processo inverso; o pico catodico Epc; em -0,69 V vs
ECS, ndo relatado na literatura, ser& tentativamente atribuido ao processo de reducéo
[RUNO']** a [RUNOT" no decorrer deste trabalho; e um terceiro pico anédico (Epaz) em
0,55 V vs ECS que é referente & oxidacdo do par redox [Ru'H.O]*" / [Ru"H,O]**
formado, o qual pode-se observar em uma segunda varredura, o pico catédico do
processo inverso, [Ru"H.O]*" / [Ru"H,0]**. A faixa de concentracéo hidrogeni6nica em
experimentos utilizando este complexo € limitada pelo fato de que o composto
apresenta outros processos além dos assimilados a espécie aquo e nitrosilo complexo,

quando a Cy+ < 10 mol.L™ . De acordo com estudos anteriores®®

, pode ocorrer uma
reacdo de desproporcionamento no fon complexo trans-[Ru(NHs)s(H20)P(OC,Hs)s]**
formando o Ru(ll) e Ru (VI) como produtos majoritarios. Esta reagdo conduz a uma
mudanca no espectro voltamétrico em Cy+ < 10 mol.L™, visto que o Ru(ll) oxidado na
superficie do eletrodo gerando o Ru(lll), rapidamente se desproporciona formando o

Ru(VI) e mais Ru(Il)**. Portanto, um aumento na corrente de pico anédico [Ru"H,0]*" /

[Ru"H,0]** sera observado.

No voltamograma da Figura 4.1, observa-se que o processo Epas € Epcs, referentes
ao complexo aquofosfito, € dependente do primeiro processo de reducdao do complexo
nitrosilo de ruténio, [RUNO']** / [RUNO']*". Estudos anteriores® indicam que os centros
metalicos de ruténio possuem baixa afinidade por NO*, sendo que o produto de reducéo

monoeletrdnica do fon complexo trans-[RUNO(NH3)4P(OC,Hs)s]*" possui a mais elevada



Resultados e Discussao 31

constante de velocidade especifica para a liberacdo de NO dentre as tetraaminas
sintetizadas por nosso grupo de pesquisa (kno = 0,97 s a 25 °C)®. Assim, apés a
reducdo monoeletrdnica sobre o fragmento [Ru"NO*], ocorre a dissociacdo de NO e a
formacdo do respectivo aquo complexo®, que posteriormente sofre o processo de

oxidacdo, de acordo com as Equacdes 8 e 9.

- [RU(NO™)(NH3)aP(OEDS" + & —R49,  t_ [RU'(NO")(NHa)4P(OED);?* ©)

KN
t- [RU'(NO)(NHg)sP(OEDSI* + H,0 == t-[Ru"(NHg)4(H,0)P(OEDs** +NO  (9)

+NO

t- [RU(NH3)4(H20)P(OCoHs)s** _» t- [Ru(NH3)4(H,0)P(OCoHs)s* 4 16 (10)

Este processo de dissociacdo de NO pela espécie [Ru'NO’] é dependente da
temperatura, aumentando com a mesma. Além disto, a velocidade de varredura tem
efeito indireto nas correntes de pico de cada um desses processos, pois a baixas
velocidades de varredura maior serd o tempo de varredura, proporcionando um
aumento na quantidade da espécie [Ru"H,OJ*". Isto foi observado em voltamogramas
onde o potencial varia de 1,0 V a -0,5 V, considerando o primeiro processo de redugao
do trans-[RUNO(NH3),P(OC,Hs)s]** e o processo referente ao complexo aquofosfito.
Neste caso, com 0 aumento da temperatura observa-se a diminuicdo da corrente de
pico anddica do par [RUNO'J*/[RUNO*]** devido & dissociacdo de NO da espécie
[RUNO']** e 0 aumento da corrente de pico referente & oxidacéo/reducdo do complexo

aquofosfito, ipaz € ipcz. Com a diminuigéo da temperatura acontece o contrario.

Da mesma maneira, para voltamogramas em que o potencial variade 1,0 a-1,2 V,

sendo considerado também o segundo processo de reducdo, [RuNO**/[RuNOT, a
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diminuicdo da temperatura aumenta a concentracdo da espécie [RuNO’]** a ser oxidada
a [RUNO*]** na superficie do eletrodo, aumentando assim a corrente de pico anddica do
par [RuNO'**/[RuNO*]**. O aumento da concentracdo de [RUNO'J** conduz ao aumento
da corrente de pico pertinente ao pico de reducdo da espécie [RUNO']** a [RuNOT", o

gual torna-se mais definido.

A aparente irreversibilidade da onda anddica a -0,69 V vs ECS poderia ser
explicada em parte pela reacdo de dissociacdo de NO™ coordenado ao centro metélico
do ruténio (Il). Entretanto, como veremos mais adiante, esta situagdo € mais complexa
devido a alteracdo de spin. Por isso, a segunda onda catédica pode ser mais bem
observada se a velocidade de varredura for aumentada e se a temperatura da solucéo

for diminuida.

O perfil voltamétrico das ondas de reducdo do ion complexo trans-
[RUNO(NH3),P(OC,Hs)3s]*" € mostrado na Figura 4.2, a qual enfatiza as duas ondas de

reducéo a velocidades de varredura de 0,005 e 0,5 V.s™.

2,0x10° 1
1,0x10°

0,0
-1,0x10°

-2,0x10°

Corrente, A

-3,0x10°

-4,0x10°

-5,0x10°

T T T T T T T
-1,2 -0,8 -0,4 0,0 0,4

Potencial, V

Figura 4.2 — Voltamograma ciclico do complexo trans-[RUNO(NH3)4P(OC2Hs)3](PFé)3
(—) v = 0,005 V.s*: (—) v = 0,5 V/s. Condi¢des: CFsCOOH/NaCF;COO pH = 3,0;
b =0,1molLY; T=25%; Cry=1,1x10° molL™?; eletrodo de trabalho: carbono vitreo; E;
=0,3V;E=-10V.
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A Figura 4.2 mostra claramente a ndo equivaléncia entre as correntes dos picos
de reducéo e oxidacdo da mesma espécie. Conforme foi comentado, observa-se que os
processos de reducdo do trans-[RUNO(NH3)sP(OC,Hs)s]®* se tornam mais bem

definidos a medida em que a velocidade de varredura aumenta.

Este segundo processo de reducdo foi observado para outros compostos
sintetizados em nosso Laborat6rio®®, tais como: trans-[RUNO(NH3).(L)]**, onde L = 4-
pic, py, ImN, nic, trans-[Ru(NO)Cl(cyclam)]**. Voltamogramas ciclicos, assim como os
voltamogramas de pulso diferencial, para as solu¢cbes desses compostos estao
ilustrados no apéndice A. Para o complexo [RuNOHedta].H,O, ndo se observa uma
segunda onda catédica em potenciais aplicados de 1,0 a -1,0 V. A Figura 4.3 apresenta
0 voltamograma ciclico de uma solucdo aquosa contendo o complexo trans-

[Ru(NO)(Hedta)], a 25 <.
5,0x10™

0,0 1

Corrente, A

-5,0x10™

-1,0x10° H B

T T T T T T T T T
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Potencial, V

Figura 4.3 — Voltamograma ciclico do complexo [Ru(HEdta)NO].H,O. Condicdes:
CFglCOOH/NaCF3COO g =0,1molL: pH = 5,4; Cry=5,9x10°molL™*; T=25 C; v=10,2
V.s™.

Este complexo apresenta um processo reversivel ja bem caracterizado®® (A e B),

com um potencial de meia onda de Eno+no = -0,3 V. Por outro lado, ndo se observa a
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segunda onda catddica no voltamograma do composto. Este comportamento da
espécie [RUNOHedta].H,O pode ser devido a segunda transferéncia eletrénica ocorrer a
potenciais bem mais negativos, confundindo-se com processos devido ao eletrélito de

suporte, nas condi¢des de trabalho realizadas.

Em uma analise mais detalhada da segunda onda catddica procurou-se estimar o
namero aproximado de elétrons envolvido no processo. Para tanto, tentou-se aplicar o
processo de deconvolucdo ao voltamograma e realizar experimentos usando a técnica

de voltametria de onda quadrada.

Uma tentativa para se estimar o niamero de elétrons envolvidos no processo
eletroquimico referente & segunda onda catédica, [Ru"NO’J**/[Ru"NOT", foi aplicar

deconvolucgéo das ondas de reducéo sob a faixa de 0,0 a-1,0 V.

Para se construir uma curva de calibracdo normalmente colocam-se os valores
das correntes de pico (ou a area sob o0 pico) contra as concentracdes da espécie
eletroativa correspondentes a eles. Desta forma, a corrente de pico (altura ou area) sera
diretamente proporcional & concentracdo da espécie eletroatival®. Assim sendo, por
comparacao de duas ondas catodicas de um mesmo voltamograma, pode-se estimar o
numero de elétrons através dos valores de corrente de pico de ambas as ondas. Para
tanto, a deconvolucdo foi efetuada descontando-se a linha de base, considerando a

variacdo da mesma de forma linear.

No caso em questdo foi verificado que ambas as ondas catodicas apresentaram
areas similares sugerindo uma possivel reducdo de um elétron para a segunda onda

catodica, visto que a primeira onda catodica é atribuida a uma reducdo monoeletrénica
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do par [RU'NOY[RU'NOT*. A Figura 4.4 mostra a deconvolucdo de um
voltamograma, no sentido de reducdo, para o0 ion complexo trans-

[RU(NH3)4sNOP(OC,Hs)4]>".

-8,0x10°
-6,0x10° -
<
D -4,0x10°
c
o
S
O
-2,0x10°
00 SN
T T T T T T T T T T T
-1,0 0,8 0,6 -0,4 -0,2 0,0
Potencial, V
Figura 4.4 - Deconvolugdo do voltamograma do ion complexo t-

[Ru(NH3)sNOP(OC,Hs)s]**. Condicées: pH = 3,0; T = 2,5C; Cgry = 5,3x10° molL;
NaTFA; p=0,5molL; v=0,5 Vs E;=00V;E=-1,0V.

A Voltametria de onda quadrada foi utilizada para o estudo do comportamento
eletroquimico do fon complexo trans-[RUNO(NHs)4P(OC,Hs)s]>" por ser uma técnica
voltamétrica de pulso mais rapida e sensivel dentre todas, possibilitando assim, uma
analise do tipo de processo redox envolvido® e uma estimativa do nimero de elétrons

utilizando os critérios de diagnésticos desenvolvidos por LOVRIC e OSTERYOUNG®Y,

Inicialmente foi necessario estabelecer as condicBes experimentais apropriadas
para a andlise, apés tal, o incremento de varredura (AEs) foi fixado em 2 mV e a

amplitude de pulso (AE,) foi mantida em 50 mV, condicdes estas que demonstraram
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satisfatorias para as medidas realizadas, baseadas no perfil voltamétrico referente ao

Epcz.

A freqiéncia de aplicacdo dos pulsos de potenciais (f) € uma das variaveis mais
importantes envolvidos na voltametria de onda quadrada, pois mantendo-se a
concentracdo constante é ela quem determina a intensidade dos sinais, e
conseqientemente, a sensibilidade obtida nas andlises, além de possibilitar uma
observacdo do tipo de processo e o numero de elétrons envolvidos na transferéncia
eletronical™. Desta forma, uma avaliacdo da influéncia da variacdo da freqiiéncia (f) de
um pulso foi efetuado no intervalo entre 100 e 600 Hz, utilizando-se uma solugéo
contendo o fon trans-[RUNO(NH3)sP(OC,Hs)s]>". As respostas voltamétricas para o
segundo pico de redugédo (E, = -0,69 V) obtidas nestas condi¢cdes, em funcdo da
variacdo da frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potenciais sdo mostradas na Figura

4.5.
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Figura 4.5 — Voltamogramas de onda quadrada mostrando a influéncia da variagdo da
frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potenciais (f) sobre o segundo pico de reducédo
do fon complexo trans-[RUNO(NH3)4sP(OC.Hs)s]**. Condicdes: Cry = 1,4x10°° molL™? em
solucdo de CF3COOH/NaCFs;COO pH = 3,0; p = 0,1 molL™Y; T = 25 <; AE, = 50 mV;
AEs = 2 mV. Insercdo: Voltamograma de onda quadrada mostrando os picos de
reducdo Epci € Epea.
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Observa-se que o aumento no valor da frequéncia de aplicacdo dos pulsos de
potenciais promoveu um aumento da intensidade da corrente de pico (lpc2), € 0s
potenciais de pico (Epc2) se deslocaram para regides mais negativas. O grafico inserido
na Figura 4.5 mostra a separagdo dos picos de redugdo Epc1 € Epc2. NO entanto,
frequiéncias abaixo de 100 s™ nao influenciam de maneira significativa na intensidade
do sinal, por este motivo a freqiiéncia de trabalho escolhida foi acima de 100 s, onde
se obtém um voltamograma bem definido, com maior corrente de pico. Os valores de
correntes e potenciais de pico em funcdo da variacdo da frequéncia de aplicacdo dos
pulsos de potenciais estédo resumidos na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Variacdo do potencial e corrente de pico em fun%éo da frequéncia para o
segundo pico de reduc&o do ion trans-[RUNO(NH3)4P(OC,Hs)3]°"

Frequiéncia (s™) Ep2 (MV) lp2 (WA)
100 691 2,81
150 -695 5,94
200 -700 -7,09
250 -714 -10,92
300 -716 -11,40
350 -723 -15,17
450 -736 -17,58
500 -750 -18,89
550 -752 -19,67
600 -759 -21,81

Condices: solugdo NaTFA, p =0,1molL™"; pH 3,0; T=25CT
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De acordo com a teoria da voltametria de onda quadradal®®, para processos
controlados pela difusdo das espécies, a intensidade de corrente de pico varia
linearmente com a frequéncia (f) de aplicacdo dos pulsos. A Figura 4.6 mostra o
comportamento da corrente de pico em funcdo da variacdo da freqiéncia da onda
guadrada para a transferéncia de elétrons ao ion complexo trans-

[RUNO(NH3)P(OC,Hs)3]*".
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Figura 4.6 — Grafico da variagéo da corrente de pico (lpc2) em fungéo da freqiiéncia de
onda quadrada (f) para o segundo pico de reducdo do complexo trans-
[RUNO(NH3)4P(OC,Hs)3]*". Condicdes: CFsCOOH/NaCF;COO pH = 3,0; p = 0,1 molL™;
T =25T; Cry = 1,4x10° molL™"; AEs= 50 mV; AE, = 2 mV; (R = 0,98775).

Observa-se que a intensidade de corrente de pico varia linearmente com a
frequéncia da onda quadrada, mostrando que o processo da segunda onda de reducéo
do complexo trans-[RUNO(NH3)4P(OC,Hs)s]** sobre o eletrodo de carbono vitreo

apresenta-se como irreversivel.
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Para sistemas redox totalmente irreversiveis, onde ndo ocorre adsorcdo e a
corrente é controlada por difusdo, também existird uma relacéo linear entre a corrente
de pico e a raiz quadrada da frequiéncia (f*2). Este comportamento foi observado para a

reducao da espécie [Ru"NO’], como mostra a Figura 4.7.
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Figura 4.7 — Grafico da variagéo da corrente de pico (l,c2) em funcdo da raiz quadrada
da freqiiéncia de onda quadrada (f?) para o segundo pico de reducdo do complexo
trans-[RUNO(NH3),P(OC,Hs)s]**. Condigbes: CFsCOOH/NaCF;COO pH = 3,0; p = 0,10
molL™; T =25 C; Cry = 1,4x10° molL™; AEs= 50 mV; AE, = 2 mV (R = 0,99483).

De acordo com os critérios de diagnoésticos da voltametria de onda quadrada, a
dependéncia dos potenciais de pico sobre o logaritmo da frequéncia para reacdes
totalmente irreversiveis € linear, e apresenta uma inclinacédo de acordo com a Equacao
de Lovrict®:

OEp  _  23RT (10)
Slog (f) anE
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Construindo-se um grafico de potencial de pico (Epc2) vs log (f) € possivel calcular
o valor de an, aproximando-se o valor de a para 0,5°%. Para a determinacéo do valor de
an, foram realizados experimentos, onde as variacdes de frequéncia foram conduzidas
a temperaturas de 2,5 °C e 25,0 °C. Com os valores dos potenciais de pico (Epc2) para
cada variagdo de frequiéncia foram obtidos graficos de E, em fungéo do log(f). Assim, a
partir das inclinacdes das retas obtidas foi possivel determinar os valores de an. Na
Figura 4.8 esta apresentado o comportamento do potencial de pico em fungcdo do
logaritmo da freqléncia, para o segundo processo de reducdo do ion trans-

[RUNO(NH3)4P(OC3Hs)3]>".
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Figura 4.8 — Gréfico da variagdo da corrente de pico (l,c2) em fungdo do logaritmo da
frequéncia de onda quadrada (log(f)) para o pico de reducdo do ion complexo trans-
[RuNO(NH3)4P(OC2H5)3] Condlqoes CF3COOH/NaCF3;COO pH = 3,0; y = 0,10 molL"

;T =25C; Cry = 1,4x10° molL™; AEs = 50 mV; AE, = 2 mV (R = 0,97092)-(Dados
extraldos da Tabela 4.1).
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Considerando o processo como irreversivel, em primeira aproximacdo, a
correlacédo dos potenciais de pico em relacdo ao aumento da freqiéncia de aplicagao
dos pulsos de potenciais possibilitou uma estimativa do niumero de elétrons envolvidos
neste processo redox. Observa-se um comportamento linear com inclinagéo para oEp /
dlog (f) de -0,12. Aplicando-se este valor na Equacao 10, tem-se que an = 0,49, o que
corresponderia a um valor de n de 0,98 (=1 elétron). Este valor de n &€ compativel com

a reducéo da espécie [RUNO']** a [RUNOT".
4.2 — Espectroscopia vibracional vs Potencial

Espectros FT-IR in situ de uma solugdo contendo o ion complexo trans-
[RUNO(NH3),P(OC,Hs)s]*", registrados no intervalo de nimero de onda de 2200-1700
cm™, considerando o processo de reducéo para a faixa de potencial de -0,02 V a -0,82

V vs ECS, sé&o mostrados na Figura 4.9.
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Figura 4.9 — Espectro eletrbnico na regido do IR vs potencial para o complexo trans-
[RUNO(NH3)4P(OC,Hs)s]*; a) Es = -0,02 V; b) Es = -0,22 V; ¢) Es = -0,82 V. Condicdes:
CF3COOH/NaCF3;COO pH = 3,0; p = 0,1 mol.L™"; Cry = 1,4x10° mol.L™; T = 25,0 C; Er
= 0,5 V. Luz s-polarizada, eletrodo de trabalho: carbono vitreo.
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Neste processo, para o potencial fixado em -0,02 V, ndo se observou uma
mudanca significativa no espectro, visto que neste caso ainda néo foi atingido o
potencial de reducdo do par redox [Ru"NO*]**/[Ru"NO']?* (-0,18 V vs ECS). Em geral a
frequéncia de estiramento do mondxido de nitrogénio, vno, coordenado em complexos
do tipo [Ru(NO)(NHs)sL]** (L = P(OEt)s), nic, py ImN, L-Hist, pz, isn) é intensa e
apresenta-se na regido de 1911-1970 cm™P®. Ajustando-se o potencial para -0,22 V,
um sinal positivo em 1918 cm™ comeca a se definir, indicando o desaparecimento da
espécie [RU"NO'** por reducéo, ja que neste ponto se atinge o potencial de reducéo do
par [Ru"NO'T**/[Ru"NO*]**. Além disso, quando o potencial aplicado é de -0,82 V um
aumento desta variacdo de sinal é observado, visto que neste potencial uma maior
quantidade de [Ru'"NO']** é reduzida, levando a um consumo maior dessa espécie.

Deste modo, a variagéo de sinal em 1918 cm™, conforme antecipado, é devido ao vyo.

O mesmo experimento foi realizado com o fon complexo trans-[RUNO(NHs)4nic]**

obtendo-se o espectro apresentado na Figura 4.10.
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Figura 4.10 — Espectro eletronico na regido do IR vs potencial de pico para o complexo
trans-[RUNO(NHz)4nic]**; @) Es = 0,05 V; b) Es = -0,25 V; ¢) Es = -0,35 V; d) Es = -0,55
V; e) Es = -0,65 V; Condi¢des: CF3COOH/NaCF;COO pH = 3,0; u = 0,1 mol.L™; Cgy =
3,0x10° mol.L:; T = 25,0 C; Er = 0,5 V. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo. (regido
IR 2000-1800 cm™). Luz s-polarizada.
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Neste caso, ao se atingir o potencial de reducéo da espécie [Ru"NO™nic]** (Eno+
no+ = -0,26 V vs ECS) uma variacdo de sinal no sentido positivo em 1933 cm™ comeca a
se definir, como mostra o espectro b da Figura 4.11. Neste potencial ocorre o
desaparecimento da espécie [Ru'NO*nic]**, devido & reducéo para [Ru'NO'nic]*, e
deste modo este sinal foi atribuido ao vno na espécie [Ru"'NO*nic]**. A medida que este
potencial é alterado para -0,35 V vs ECS (espectro c) e -0,55 V vs ECS (espectro d)
uma variacdo de sinal em 1875 cm™ é evidenciada. Esta variacdo é indicativa da
formacdo da espécie [Ru"NO’nic]**, sendo portanto, atribuida ao vno hesta espécie.
Esta observacao foi possivel, pois a constante de liberacdo de NO no ion complexo
trans-[RUNO(NHs)4nic]>* é favoravel, kno = 0,025 s e assim, a espécie reduzida
mantém a sua integridade o tempo suficiente para ser detectada. Quando o potencial é
elevado a -0,65 V vs ECS este sinal ndo € mais observado devido ao inicio do segundo

processo de reducéo, que envolve o consumo da espécie trans-[RUNO(NHz)4nic]**.

Quando este experimento foi realizado com o ion complexo trans-
[RUNO(NH3)4P(OC,Hs)s]>" ndo foi possivel observar a banda vyno referente ao produto
da reducdo monoeletronica, [Ru"NO’?*, pois o kno para esta espécie é de 0,97 s e
refletindo a baixa afinidade do centro de ruténio (Il) pelo 6xido nitrico, esta se dissocia
com meia vida da ordem de 0,7 segundos. Assim, o tempo de obtencdo da média dos
espectros, em torno de 20 s, € significantemente elevado para permitir a deteccdo da

espécie trans-[RUNO(NH3)4P(OC,Hs)s]** sob as condicdes de temperatura em que o

experimento foi conduzido (T = 25 °C).
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4.3 — Célculos de DFT para os complexos trans-[Ru(NH3)4sP(OEt)sL"]™?, onde

L=NO", NO, NO" e HNO

Célculos Quanticos, realizados anteriormente, permitiram interpretar os espectros
eletrénicos de uma série de compostos do tipo trans-[Ru(NHs),LNOJ**, bem como
verificar que a adicdo de um elétron aos compostos acima conduz a espécie trans-
[Ru(NH3),LNOJ** com densidade eletrénica correspondente ao elétron adicionado,
situado principalmente sobre os orbitais do ligante NO. Para uma melhor compreenséo
da estabilidade do ligante NO coordenado ao metal no complexo em estudo, em seus
diferentes estados de oxidacdo (NO*, NO, NO" e HNO) (Figura 4.2), bem como dos
sitios de reducéo referente & espécie [Ru"NO]**, foram realizados célculos quanticos

para cada uma das espécies acima.

Para a validacdo da base de calculo e da metodologia, foram calculados os
parametros para a espécie complexo trans-[Ru(NHsz)4P(OC,H5)sNO]J(CF3COO); e foi
feito uma comparacdo com dados experimentais obtidos por difracéo de raios-X!"® para
0 mesmo complexo. As distancias e os angulos de ligacao selecionados da otimizacao

dessa molécula estdo apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 — Distancias de ligacdo e angulos de ligacdo do Complexo trans-
[Ru(NH3)4P(OC2H5)3L1”+ (L= NO, NO*, NO" e HNO) em agua e a sua comparagio com
dados cristalogréficos*® para o complexo.

Ru—N (NO) (A) N-0 (A) Ru-N(NO)-O (grau)
(NO)exp 1,766 1,124 174,9
(NO™) 1,815 1,170 177,9
(NO") 1,915 1,213 141,6
(NO) 1,926 1,282 116,9
(HNO) 1,938 1,282 122,7

Pela andlise da Tabela 4.2 observa-se que os resultados dos dados
cristalograficos e os obtidos por célculo tedrico para o complexo trans-
[RUu(NH3)4P(OC2H5)3NO](PFg)s3, estdo muito préoximos, atestando a auto consisténcia do

método de calculo.

Assim a distancia interatdmica calculada para Ru-N(O) é de 1,81 + 0,02 A, sendo
este valor proximo ao de 1,766 A obtido por difracdo de raios-X para 0 composto
nitrosilo. Esta distancia aumenta com a reducéo e a protonacao do nitroxil atingindo o
valor de 1,94 + 0,02 A. A distancia N-O de 1,17 + 0,02 A para o complexo nitrosilo
também aumenta com a reducdo e a protonacdo do nitroxilo. Estas alteragbes estdo
também relacionadas a variacdo da ordem de ligacdo entre os atomos de N e O, que
diminui & medida que ocorre a populacdo dos orbitais antiligantes do mondxido de
nitrogénio, levando a um enfraquecimento da ligacdo N-O e aumentando assim, a

distancia entre os dois atomos.
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A distancia calculada para o fragmento Ru-NO sera a soma das distancias do Ru-
N(O) e N-O, que varia de 2,99 A (nitrosilo complexo) a 3,22 A (composto nitroxil
protonado). Essa diferenca na distancia do fragmento Ru-NO com a reducdo do
nitrosilo, € um reflexo do modelo de ligacdo, que considera a existéncia no complexo de
nitrosilo de uma extensa retrodoagéo na ligagcdo Ru—NO. Este tipo de ligagdo diminui a
distancia metal-ligante. Por outro lado, a diminuicdo do efeito tereceptor do NO com a
reducdo do nitrosilo leva ao enfraguecimento da ligacéo, e consequentemente, aumenta

a distancia metal-ligante®®.

Foram também obtidas informacdes sobre a composicédo dos orbitais moleculares
(HOMO e LUMO) do complexo onde a espécie NO se encontra em diferentes estados
formais de oxidacdo (NO', NO, NO" e HNO). Esses orbitais moleculares (HOMO e
LUMO) tém sido muito utilizados em estudos de reatividade quimica, pois indicam os
possiveis sitios reativos em reac¢des de oxidacao e reducdo. Os orbitais moleculares
HOMO fornecem indicios sobre a tendéncia de um composto em formar cation, pois é
deste orbital que o elétron seria retirado em uma reacdo de oxidag&do. Ja o orbital
LUMO fornece resultados sobre os sitios de reducédo de uma molécula, pois este orbital

é o responsavel pela entrada de elétron na moléculal®®.

Como neste trabalho a reagcédo envolvendo o complexo é uma reacédo de reducao,
somente o orbital LUMO (orbital molecular onde entrara o elétron referente a reducao

do complexo) da espécie [Ru"NO** sera analisado.

Para o complexo reduzido [Ru"NO’J** 0 LUMO e o LUMO +1 possuem 80 e 85 %

de carater @ do NO, respectivamente. Assim, pode-se considerar que a segunda
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reducdo ocorre com a populacdo dos orbitais T do NO. O LUMO +1 possui um
aumento de energia de 0,30 eV comparado a energia do LUMO. Como a diferenca de
energia entre o LUMO e o LUMO +1 é muito pequena, os dois estados podem ser
considerados degenerados. A composicdo do LUMO para esta espécie é de 80 % 1
(NO) e 16 % dy2 . y2 (Ru) e para 0 HOMO é de 100 % dy, (Ru). A composi¢do dos
LUMOs e HOMOs para os demais sistemas, calculados por DFT, se encontram

tabelados no Apéndice A.

Com o intuito de confirmar as evidéncias constatadas da analise do LUMO, foi
efetuado o calculo das cargas atdbmicas derivadas do potencial eletrostatico, com o
complexo contendo o NO em diferentes estados de oxidacdo. Este célculo permitiu
avaliar a mudanca de densidade eletronica do complexo antes e ap0s as sucessivas
reducdes. Os valores das cargas atdmicas calculadas estao indicados na Tabela 4.3.
Tabela 4.3 — Célculo das cargas atdmicas derivadas do potencial eletrostatico para o

complexo contendo o monoxido de nitrogénio em diferentes estados formais de
oxidacao

Atomos NO* NO NO HNO

Ru 0,55 0,43 0,35 0,45
N (NO) 0,30 0,13 -0,04 -0,10
O (NO) 0,05 -0,14 -0,42 -0,30

P 1,86 1,79 1,69 1,78
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Ao analisar a Tabela 4.3, verifica-se que a adicdo de elétrons no orbital molecular
do complexo leva a mudancas na densidade de carga eletrénica da molécula, porém a
variagdo mais significativa ocorre nos &tomos de N e O, comprovando novamente que 0
ligante NO é o principal sitio de reducdo dos pares [RU'NO'JP*/[RuU'NOT* e

[RU"NO?/[RU"'NOT.

Verificou-se também que o estiramento vibracional NO, em termos de cm™, do
sistema trans-[RUL(NH3)sP(OC,Hs)s]**, baseado nos célculos quanticos, diminui com a
reducdo das espécies: L = NO* (1812 cm™), NO (1588 cm™), NO™ (1309 cm™), HNO
(1297 cm™). Os valores teéricos de 1309 e 1297 cm™ para 0 vno dos complexos
[RU"NOT" e [RU"HNOJ**, respectivamente, se encontram dentro da faixa dos valores de
Vno de 1300-1500 cm™ para complexos de nitroxilos metalicos, contendo o ferro, ésmio,

rénio e ruténio como centros metalicos***¢?% relatados na literatura.

Os valores calculados para a energia de solvatacdo sugerem que a espécie
[RU"HNOJ** é mais estavel que a espécie [Ru"NOT" com uma diferenca de energia de
104,4 kcal.mol™. Além disso, a espécie [Ru'NOT]", onde o grupo NO se encontra no
estado singlete, é mais estavel que a espécie [Ru’NOT", em que o grupo NO esta no
estado triplete, com uma diferenca de 11,2 kcal.mol™. Assim, é bastante razoavel supor
que o produto da reducdo de dois elétrons do fon trans-[Ru(NO)(NH3)sP(OC,Hs)s** é
provavelmente a espécie trans-[Ru(NH3)4sP(OC,Hs)s°NO]*, onde o NO se encontra na
forma reduzida triplete, NO", a qual se isomeriza originando a espécie singleto trans-

[RU(NHs)4P(OC,Hs)s*NOJ* mais estavel.
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4.4 — Reducdo quimica por reacdo com o a-Cetoglutarato

Para estudar a reducdo quimica do ligante NO™ a NO™ no ion complexo trans-
[RUNO(NH3)4P(OC3Hs)3]*", escolheu-se um redutor de dois elétrons com potencial de
reducdo adequado a segunda onda de reducéo, considerando-se Epc> = -0,69 V vs
ECS. Desta maneira, optou-se para este proposito, a utilizacdo do a-cetoglutarato, um

importante composto biolégico e um intermediario fundamental no ciclo de Krebs.

Sabe-se que o a-cetoglutarato (a-CG) pode sofrer uma aminacédo redutival®°%,

porém este composto também possui uma funcdo importante em reacbes de
oxirreducdo. O a-CG sofre uma descarboxilagdo formando o succinato semialdeido e

CO,°*8 |iberando com o processo dois elétrons®, conforme a Equacao 6.

CHOs —— CHO, + CO, + 2¢ (11)

O potencial de reducéo da reacado é de -0,90 V vs ECSP*1% ou seja, possui um
potencial acessivel para atuar como redutor para o complexo em estudo. Por outro
lado, a reacdo do complexo com o a-CG é relativamente lenta (cerca de alguns
minutos), devido provavelmente a interconversdo deste composto em outras formas

inativas*®1%? como mostra a Figura 4.11.
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Figura 4.11 — Esquema de algumas formas do acido a-cetoglutarico em solug&o!%?!.

As evidéncias sugerem que a interconversdo das formas ciclica S ceto é
extremamente rapida, e que a concentracdo da forma gem-diol é elevada com a
diminuicdo do pH, sendo que em pH 1,0 uma solucédo de a-CG contém 35% da forma
gem-diol, 35% ceto e 30% da forma ciclica, e em pH neutro a forma gem-diol diminui
para apenas 6%, prevalecendo a forma ceto!®”, que é a forma ativa. Assim sendo, sob
as condicOes experimentais (pH = 3,0) o a-CG nao se encontra totalmente em sua

forma ativa (ceto).

Neste trabalho foi utilizado o composto a-cetoglutarato como redutor de dois
elétrons para reduzir o fon complexo trans-[RUNO(NH3)4sP(OC,Hs)s** a trans-

[RU(NH3)4P(OC2H5)3NO]+.
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O acompanhamento da reacdo de reducdo do ion complexo trans-
[RU(NH3)4sNOP(OC,Hs)s>* com o a-CG, foi efetuado utilizando-se a voltametria ciclica

(Figura 4.12).

_—
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-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Potencial, V
Figura 4.12 — Voltamograma ciclico (—) do fon complexo t-[Ru(NH3)saNOP(OC,Hs)]*";
(—) apos 45 min de reacdo do complexo com o a-Cetoglutarato; (—) Apdés 90 min de

reacdo. Condigdes: NaTFA; u = 0,1mol.L™; pH = 2,9; T = 25%C; C gy = 1,2x10° mol.L™;
Cace=1,1x10"  mol.L:; v=0,5V.s™.

Observa-se na Figura 4.12 o desaparecimento dos picos de redugcédo em -0,18 e -
0,69 V, referindo-se as etapas [RU'NO]**S[RU'NOJ* e [Ru'NOJ**— [Ru"NOJ",
respectivamente, e o aparecimento de um pico em -0,50 V. A formacgédo desse pico
pode estar relacionado a liberagcdo de 6xido nitroso (produto da reacdo de dimerizagcao
do HNO) em soluc&o ou do oxido nitrico, liberado pela dissociagdo de NO no complexo.
Experimentos em solugfes aquosas indicam que o O0xido nitroso é reduzido utilizando

um eletrodo de platina, provavelmente a gas nitrogénio™®®, de acordo com Equacéo 12:

N,O + H,O +2e —» N, + 2 OH" (12)
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Outra possibilidade seria a reducdo do 6xido nitrico liberado no meio, formando o

HNOM" 2! (Equacdo 13):

NO + &€ —» HNO (13)

Sendo assim, para verificar se a formacéo do pico em -0,5 V referia-se a uma
dessas reacfes de reducdo, em experimentos paralelos, borbulhou-se o 6xido nitroso
(solubilidade em agua de aproximadamente 2x102 molL™ a 1 atm)*®® e o 6xido nitrico
por cerca de 2 h em solucdes contendo o eletrdlito NaTFA py = 0,1molL e pH 3.
Voltamogramas ciclicos foram registrados em condi¢cdes comparaveis aos experimentos

realizados entre o0 a-CG e o complexo, para ambos os casos, como mostram as Figuras

413 e 4.14.
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Figura 4.13 — Voltamograma ciclico de uma solugdo de NaTFA saturada com o gas
N,O. Condicdes: uy = 0,1 molL™; pH =3,1; v=0,1V.s*; T = 25C.
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Figura 4.14 — Voltamograma ciclico de uma solucédo de NaTFA saturada com NO.
Condicdes: p = 0,1 molL™; pH =3,2; v=0,2V.s*; T =25 T..

Pela andlise dos voltamogramas ciclicos, observou-se que a reducdo da molécula
NO ocorre a potencial mais negativo (-0,7 vs ECS) do que aquele observado para o
produto formado pela reacdo do complexo e a-CG (-0,5 vs ECS). Entretanto, as
solucdes saturadas de Oxido nitroso apresentaram pico de reducdo préximo ao
observado para a reacdo. Deste modo, o aparecimento do pico a -0,5 V vs ECS
observado para as solucées de trans-[RUNO(NH3)4sP(OC,Hs)]**, apés a reacéo com o a-
cetoglutarato foi tentativamente atribuido a presenca em solucdo da espécie eletroativa

N>O, o qual seria gerado pela reacao de dimerizacao.

Foi realizado o monitoramento da reacdo por espectrofotometria na regido do
ultravioleta e visivel (Figura 4.15). O espectro de absorcdo UV-vis do a-CG apresenta
uma banda de absorcdo fraca em 320 nm (¢ = 29,1 mol'L*cm™) para a forma

ceto>1% sendo que as formas gem-diol e ciclica ndo absorvem na faixa de
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comprimento de onda estudada. Além disso, o &cido succinico, um dos produtos da

reacdo, apresenta uma banda em 215 nm%%! ou seja, ndo interfere na analise do

espectro.
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Figura 4.15 — Monitoramento espectrofotométrico da reagdo do complexo trans-
£RuNO(NH3)4P(OCH2CH3)]3+ e a-CG. Condicdes: Cry = 1,3x10° mol.L™:; Cq.ce = 9,6x10°
mol.L™Y; NaTFA; pH =2,9; u=0,1 M; T =25 C.

Conforme indicado na Figura 4.16, a variagdo do espectro na regido de 300 a 400
nm foi utilizada para monitorar a reacéo. Neste caso foi observado o aumento da banda
em 316 nm, que é onde os fons complexos trans-[Ru(NO)(NH3),P(OCH,CH3)]** (¢ = 216
mol*.Lrem™) e trans-[Ru(NHs)4(H.0)P(OCH,CH3)]** (¢ = 650 mol™.L™.cm™)B
absorvem. Como o composto de partida é o nitrosilo complexo (espectro A) e, visto que
a absortividade deste composto € menor que o do aquocomplexo, nota-se que a

variagdo do espectro € consistente com a reacdo do nitrosilo complexo e a-CG
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originando o fon complexo trans-[Ru(NHz)4(H20)P(OC,Hs)]?*. Este fato pode ser
comprovado pela reacdo do produto formado com pirazina (pz). Sabe-se que o ion
complexo trans-[Ru(NH3)4(H.O)P(OC,Hs)]** reage rapidamente com pirazina para
formar a espécie trans-[Ru(NH3)sP(OC,Hs)s(pz)]**. Este fon complexo possui uma

banda de absorcdo em 366 nm (¢ = 4,2x10° mol™.L™".cm™)i2%®

, a qual pode ser
observada no espectro registrado apés a adicdo de excesso de pirazina no meio

reacional no final da reacéo (espectro inserido na Figura 4.16).

A reacdo também foi monitorada por ressonancia magnética nuclear. A Figura
4.16 apresenta o espectro de RMN *!P do produto final da reacdo do complexo trans-

[Ru(NH3)4NOP(OCH,CH?3)](PFs)s € a-cetoglutarato na proporcéao 1:100.

147
A
T T T T T T T T T
-200 -100 0 100 200
o, ppm
Figura 4.16 — RMN 3P do produto final da reacdo do fon complexo trans-

[Ru(NOQ(NH3,)4P(OCH2CH3)]3+ e a-CG (em agua deuterada e NaTFA). Condicbes: Cry =
5,4x10° mol.L'%; Caxg = 7,410 mol.L'™Y; p = 0,1 mol.L™Y; pH=3,2; T = 25 C; tempo de
reacdo = 2 h.

Observa-se na Figura 4.16 o desaparecimento do singleto em 80 ppm, referente

ao nucleo de fosforo do ligante trietilfosfito, P(OC,Hs) no complexo nitrosilo de ruténio e
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0 aparecimento de um singleto em 147 ppm, que é referente ao P(OC,Hs) no complexo
trans-[Ru(NHs)4(H,0)P(OCH>CH3)]** formado. O desaparecimento do sinal em 80 ppm,
confirma que o complexo contendo o ion nitrosilo foi totalmente convertido na espécie
aquofosfito apos o periodo de 2 horas. A reacéo foi realizada a temperatura ambiente e
sob fluxo de argdnio. A andlise da reac&o por espectroscopia RMN 3'P e por UV-vis
mostra, portanto, o fon complexo trans-[Ru(NHs)s(H.O)P(OCH,CH3)]** como um

produto da reacgéo, estando de acordo com o0 pressuposto.

4.5- REACAO COM A METMIOGLOBINA

A metmioglobina e methemoglobina sdo convertidas em nitrosilmioglobina e
nitrosilhemoglobina, respectivamente, por reacdo com doadores de HNO/NO'?. Assim,
tais proteinas sdo capazes de agir como captadores altamente seletivos para as
espécies nitroxil. Essas reacdes sdo comumente denominadas de nitrosilacao redutiva,
visto que o Fe da hemoproteina esta em seu estado oxidado (lll) e apos a reagéo o Fe

sera reduzido a (Il).

Dessa forma, para verificar se ha a liberacdo de NO", o complexo foi reduzido com
a-cetoglutarato em uma solucdo contendo a metmioglobina, sob atmosfera de argénio.
A reacdo realizada em tampdo &cido acético/acetato (0,1 molL™?) e pH = 4,2, foi

acompanhada espectroscopicamente na regiao do ultravioleta e visivel (Figura 4.17).
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Figura 4.17 — Monitoramento espectrofotométrico da reacdo do complexo trans-
[RU(NO)(NH3)4P(OCH,CH3)]**, a-CG e metMb. Condicdes: Cgry = 5,4x10™* mol.L™; Cqxe
= 5,4x10% mol.L™Y; Cremb = 5,9x10° molL™ NaTFA; pH=4,2; y = 0,1 molL; T = 25 T. (A)
espectro da metMb — 502 nm (g = 10,2x10°> M*.cm™) e 630 nm (e = 3,9x10° M*.cm™);
(B) Produto da reacdo — 543 nm e 576 nm; tempo de reagdo = 1 h.

A bem definida mudanca no espectro UV-visivel observada durante a reducdo do
complexo, leva a identificacdo do produto como sendo o aduto nitrosilo ferroso,
caracterizado pelo aparecimento das bandas de absorcdo em 543nm (g = 11,6x10° mol’
LLhem™) e 578 nm (e = 10,5x10% mol™.L .cm™). Assim, esses resultados fornecem
fortes evidéncias para a producdo de HNO/NO™ durante a reacéo, visto que o espectro
eletrbnico da metmioglobina ndo mostrou nenhuma alteracdo ao se adicionado a uma
solugdo contendo a-cetoglutarato. A presenca das bandas de absor¢fes em 502 nm (e
= 10,2x10°® mol*.L .cm™) e 630 nm (¢ = 3,9x10° molt.L .cm™) no espectro final,

indicam a presenca de metmioglobina ndo reativa. O produto formado mostrou-se
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instavel quando exposto ao ar, revertendo-se a metMb em 30 minutos

aproximadamente.

Um ponto de interesse no espectro da Figura 4.18 é a investigacdo da origem da
formacédo do aduto MbFe-NO. Para confirmar se realmente € a espécie NO™ que reage
com a mioglobina, foram realizados experimentos borbulhando o 6xido nitrico por 1h
em uma solucdo de tamp&o acetato, pH = 4,2, y = 0,1 molL™?, contendo a mioglobina,
seguido por fluxo de argbnio por alguns minutos para remover o NO que nao reagiu, e

em seguida foram registrados espectros na regidao do ultravioleta-visivel (Figura 4.18).
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Figura 4.18 — Espectro eletronico do produto da reacdo da metmioglobina e NO (—)
metMb — 502 e 630 nm e (—) produto da reacdo — 534 e 567 nm. Condi¢des: Chmemp =
8,0x10™* molL™ tamp&o acetato pH = 4,2; y=0,1 molL™:; T = 25 C.
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Neste caso, foram observados uma diminuicdo nas bandas caracteristicas da
metmioglobina (502 e 630 nm) e um aumento das bandas em 534 e 567 nm. Essas
bandas s&o atribuidas a formacdo do aduto Mb-Fe'"'"NO/Fe'NO*, formado a partir da
reacdo de metMb e NO. Observa-se uma ligeira diferenca entre os espectros formados
pela reacdo de metMb e Oxido nitrico (Figura 4.18) e pela reacdo de metMb com o
produto da redugdo quimica do complexo nitrosilo de ruténio (Figura 4.17). Essa
diferenca entre as bandas indica que a reacdo entre a metMb e o produto liberado
durante a reducdo quimica de trans-[RUNO(NH3)sP(OC;Hs)s]*" e a-CG ndo ocorre via
oxido nitrico, confirmando as fortes evidéncias anteriores de liberagcdo de nitroxil em

solucao.

A Figura 4.19 mostra o voltamograma ciclico de uma solugdo contendo o

complexo, a-CG e a metMb (adicionada antes do complexo).
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Figura 4.19 - Voltamograma ciclico de uma solugdo contendo ions trans-

[Ru(NO)(NH3),P(OCH,CH3)]**, a-CG e metmioglobina. Condicdes: eletrélito: Tampao
acetato 0,1 mol.L:; pH = 4,2; v = 200 mV.s™; Cg, = 1,0x10° mol.L:; Coxe = 7,2x10*
mol.L™:; Cyp = 20 ymol.L™; T = 25 C; tempo de reacdo = 1 h.
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Nota-se nesta figura o desaparecimento do pico de reducédo em -0,5 V. Levando
em consideracdo que este pico seja referente a reducdo do 6xido nitroso, a adi¢cdo de
metMb, que age como captador do nitroxil, pode reduzir a concentracdo da espécie de
nitroxil presente no meio reacional. Isso seria coerente com a hipotese de que o pico
em -0,5 V seja referente & presenca de 6xido nitroso, proveniente da dimerizagdo do

nitroxil. O pico de oxidag&o proximo a 0,6 V se refere ao aguocomplexo.

Com base nos resultados aqui obtidos, as EquacOes 14-17 propbéem uma

sequUéncia de reacbes que poderiam explicar o sistema em estudo.

t. [RU"(NO")(NH3),P(OEg>" + 1€ _E= 018V 5 t- [Ru'(NHg),(NO)P(OED:™ (14)
t- [RU"(NH3),(NO)P(OED); > +1€ E=DEW o ¢ 1oy (NH,),P(OC,H)s(NOY" (15)
- - (16)

t— [Ru(NH3)4P(OC3H5)3(*NO)]" — t — [Ru(NH3)4,P(OC,Hs)3(INO)]
(17)

t .[RU(NH3)4P(OC,Hs)5(NO)™ + 2H0 =t [Ru(NHz)4(H;0)P(OC,Hg)sl> + HNO + OH"

Neste conjunto de reacdo o composto trans-[Ru(NO)(NHs)4P(OC,Hs)]*" é
reduzido eletroquimicamente via 1 elétron formando a espécie [Ru'"NO** (Equacéo
9), que pode ser novamente reduzido monoeletronicamente (Equacao 10). Deste
processo de reducdo seria liberado a espécie nitroxil em solugcdo. Por reducdo
quimica o composto trans-[Ru(NO)(NH3)sP(OC:Hs)]** pode ser reduzido via 2
elétrons formando provavelmente a espécie [Ru'NOT" (Equacdo 11), que deve se
dissociar liberando a espécie nitroxili e gerando o0 complexo trans-

[Ru(NHa3)4(H,O)P(OC,Hs)]** (Equagéio 17).
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5- CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho propde uma sequéncia de reacdes para explicar a reducdo de
dois elétrons para o complexo trans-[Ru"(NO*)(NHs)4(P(OEt)3)]** em solucédo
aguosa. No espectro voltamétrico foi possivel verificar que o complexo apresenta
duas ondas (ou picos) de reducdo em -0,18 V e -0,69 V. A primeira onda de reducéo
em -0,18 V se refere a reducéo [Ru'NO'T**/[RU'NO?*.O estudo voltamétrico da
segunda onda de reducdo no fon complexo trans-[Ru"(NO")(NHs).(P(OEt)s)]*"
mostrou que 0 composto se reduz irreversivelmente com a transferéncia de 1
elétron, sendo a reacdo controlada por difusdo. Portanto, a segunda onda de

reducao foi atribuida neste trabalho a reducédo da espécie [Ru"NO** a [Ru"NOT".

Esse potencial de reducdo de -0,69 V é acessivel para reducdo quimica pelo
composto a-cetoglutarato, capaz de agir como um redutor sobre o complexo. Nesta
reacdo foi observada a formacédo do fon complexo trans-[Ru"(NHs)4(H.0)(P(OEt)3)]**
e nitroxil como produtos da reacéo. Isso foi confirmado por medidas de RMN 3P,
observando o aparecimento de um sinal em 147 ppm, referente ao grupo fosfito no
trans-[Ru'(NHs)4(H.0)(P(OEt)3)]** e por espectrofotometria UV-Vis, por adicdo de
pirazina apos a reagdo, observando o aparecimento da banda em 366 nm devido a

formacado do complexo trans-[Ru"(NHs).(P(OEt)s)pz]*.

Os célculos quanticos (DFT) indicam que o sitio de reducdo da espécie trans-
[Ru"(NH3).(NO)(P(OEt)3)]** se encontra quase que exclusivamente sobre os orbitais
1t antiligantes do NO. A forma reduzida de dois elétrons do complexo trans-

[Ru"(NO*)(NH3)4(P(OEt)3)]** apresenta uma répida liberacdo do ligante nitroxil,
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devido a baixa afinidade que o ruténio (ll) possui por esta molécula, em funcdo do

efeito e da influéncia trans do ligante P(OEt)s.

A liberacdo de nitroxil, pela reducdo de 2 elétrons no ion complexo trans-
[Ru"(NO™)(NH3)4(P(OEt)3)]*, foi verificado pela adicdo da metmioglobina, visto que o
nitroxil liberado reage com heme férrico, gerando o heme nitrosilo ferroso, agindo
como captador de nitroxil. Este composto foi escolhido devido a sua especificidade
em relacdo a espécie nitroxil e a possibilidade de ser utilizado nas condi¢cdes
experimentais. Pode-se observar, por espectroscopia na regiao do UV-Vis, que o
captador ndo reagiu preferencialmente com o Oxido nitrico, visto que as bandas
referentes ao aduto heme MbFe(lI)NO/MbFe(I)NO* nio foram observadas. O
aparecimento das bandas em 243 e 276 nm, caracteristica do aduto nitrosilo
reduzido, sugere que a espécie HNO se encontra predominantemente em solucao.
Desta forma, a provavel seqiéncia de reacdes para a reducdo do complexo trans-
[RUu(NH3);sNOP(OCH,CH3)](PFs); foi sugerido de acordo com os resultados

eletroquimicos, quimicos e os céalculos quanticos.

O estudo detalhado do mecanismo de reducdo de dois elétrons deve ir além
desse complexo. Trabalhos envolvendo a reducdo de complexos nitrosilos de ruténio
por outros agentes redutores biolégicos estdo sendo investigados em nosso

laboratoério.
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7- APENDICE - Eletroquimica

As figuras a seguir apresentam o0s voltamogramas ciclicos dos seguintes

complexos:

« _trans-[RU(NO)(NH:)4(py)]** - Os potenciais de redugdo para o complexo,

determinado por voltametria ciclica sdo a -0,29 V (pico A) e -1,05 V (pico B) (vs
ECS). A primeira onda de reducdo € formalmente atribuida a reducéo
monoeletronica do par Ru"NO*/Ru"NO°. A segunda onda catédica provavelmente

ndo é uma reducdo monoeletrénica.

0,0 4
-1,0x10™ A
<
g
c
o
5]
O 4
-2,0x10™
-3,0x10™
T T T T T T 1
-1,2 -0,8 -0,4 0,0
Potencial, V
Figura 7.1 - Voltamograma de pulso diferencial do ion complexo trans-

[Ru(NH3)4I\£O(py)]3+. pH = 3,5; T = 25 T; C re= 5,0x10° molL; NaTFA; py = 0,1 molL; v
=0,05V.st
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-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Potencial, V

Figura 7.2 - Voltamograma ciclico (0,5 V/s) do ion complexo trans-
[Ru(NH3)sNO(py)]**. Cry = 3,4x10° molL; Tamp&o acetato; p = 0,2 molL; pH = 3,5;
Einicia =1,0V; Ei=1,0V; Ef=-15V; T=25T.

« trans-[RU(NO)(NHs)4(Isn)]** - N&o se observa uma segunda onda catédica

bem definida sob as condi¢des experimentais.

1,0x10™

0,0 4

-1,0x10™

-2,0x10™

Corrente, A

-3,0x10™

-4,0x10™

Potencial, V

Figura 7.3 - Voltamograma ciclico do fon complexo trans-[Ru(NO)(NHz3)4(isn)]**. pH
=35 T=25T; Crs= 5,0x10" molL; Tampé&o acetato; p = 0,3 molL; Einicias = 1,0 V; v
=0,2V.s".
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-trans-[Ru(NO)(NH§)4(4-pic)]3+ - Os potenciais de reducdo para o complexo,

determinado por voltametria ciclica séo a -0,3 V (pico A) e -1,07 V (pico B) (vs ECS).
A primeira onda de reducéo é formalmente atribuida a reducdo monoeletrénica do

par Ru"NO*/RU"NO°. A segunda onda catédica provavelmente nédo é uma reducéo

monoeletronica.
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-1,5 -1,0 0,5 0,0 0,5 1,0
Potencial, V

Figura 7.4 - Voltamograma ciclico (0,2 V/s) do ion complexo trans-[Ru(NO)(NHz)4(4-
pic)]**. pH = 2,0; T = 25 T; C r= 5,1x10° molL; NaTFA; p = 0,1 molL.
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« trans-[RU(NO)(NH3),(ImN)]** - Observa-se uma segunda onda catédica em -

1,1vsECSa25<T.

3,0x10°
0,0
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-1,2 -0,8 -0,4 0,0 0,4
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Figura 7.5 - Voltamograma ciclico (0,2 V/s) do ion complexo trans-

[Ru(NH3),NO(ImN)J**. NaTFA; p = 0,2 molL; pH = 3,8; Cr= 1,2x10° molL; T = 25 C.
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« trans-[RU(NO)(NH3)4(nic)** - A Figura 7.6 apresenta o voltamograma

ciclico de uma solucdo aquosa contendo ions do complexo, 25 TC. Este

complexo apresenta a segunda onda catddica a um potencial de reducéo de -

0,95V vs ECS.

2,0x10°

0,0 - e

-2,0x10°

-4,0x10°
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-1,0x10™ . , , . , . , . ,
-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Potencial, V
Figura 7.6 - Voltamograma ciclico (0,5 V/s) do ion complexo trans-

[Ru(NH3)sNO(nic)]**. pH = 3,0; T = 25 T; Cry = 1,6x10™ molL; Tampao fosfato; y =
0,3 moIL; Einicias = 1,0 V.
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« trans-[Ru(NO)Cl(cyclam)]** - A Figura 7.7 apresenta o voltamograma ciclico

de uma solucdo aquosa contendo ions do complexo, 25 T, onde se pode observar

a segunda onda catddica a um potencial de -0,86 vs ECS.
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-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2

Potencial, V
Figura 7.7 - Voltamograma ciclico (0,2 V/s) do ion complexo trans-

[Ru(NO)Cl(cyclam)]**. pH = 3,1; T = 25 C; C ro= 1,4x107° molL; NaTFA; p = 0,1 molL



Apéndice

APENDICE — Calculo de DFT

79

Tabela 7.1- Carater, energias e estrutura de contorno dos LUMOs e HOMOs do

sistema trans-[RUL(NH3).P(OC,Hs)s]**, onde L = NO*, calculado por TFD.

Orbital Carater do orbital Energia (eV)
LUMO +5 100% sp POC,Hs -0,7
LUMO +4 9% d,? -1,6
91% Sp POCsHs
LUMO +3 100% dy*-y* (Ru) -2,8
LUMO +2 66% Ru -3,5
5% NO, NH3
29% sp POC;Hs
65% 1 (NO)
LUMO 36% dyy (Ru) -4,5
63% 1 (NO)
HOMO 100% dyy, (Ru) -8,9
HOMO -1 100% py POC;Hs -9,3
HOMO -2 100% p, POC;Hs -9,7
HOMO -3 100% p, POC;Hs -9,7
HOMO -4 64% d,y (Ru) -9,9
35% px (NO)
HOMO -2 67% dy; (Ru) -9,9

33% py (NO)
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Tabela 7.2- Carater, energias e estrutura de contorno dos LUMOs e HOMOs do

sistema trans-[RUL(NH3)sP(OC,Hs)s]**, onde L = NO, calculado por TFD.

Orbital Carater do orbital Energia (eV)

LUMO +4 100% dy; — sp (Ru, NO, NH3 ¢ -0,4
POC,Hs )

LUMO +3 100% dy, (Ru) -1,0

LUMO +2 49% d,> y* (Ru) -1,1
50% (NO, NH3 e POC;Hs)

LUMO +1 15% d,? (Ru) -3,0
85% 1T (NO)

LUMO 16% d,’.y* (Ru) -3,3
80% 1t (NO)

HOMO -1 100% d,, (Ru) 7.4

HOMO -2 100% dy, (Ru) -7,7

HOMO -3 100% px POC,Hs -8,5

HOMO -4 100% py POC,Hs -8,9
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Tabela 7.3- Carater, energias e estrutura de contorno dos LUMOs e HOMOs do
sistema trans-[RUL(NH3).P(OC.Hs)s]**, onde L = NO", calculado por TFD.

Orbital Carater do orbital Energia (eV)
LUMO +4  74% d¢_,* (Ru) 0,3
16% sp (NH53)
LUMO +3  90% d,* (Ru) 0,1
6% sp (NHs)
4% px (POC2Hs)
LUMO +2  76% dy,-sp (Ru-NH3) -0,03
8% 1t (NO)
16% py (POC,Hs)
LUMO +1  64% dy,-sp (Ru-NHs) -0,2
36% pyx (POC2Hs)
LUMO 20% dyy (Ru)
70% 1t (NO) -1,8
9% px (POC2Hs)
HOMO 27% dy; (Ru) -4,8
73% p, (NO)
HOMO -1  100% dy; (Ru) -5,5
HOMO -2 89% dy; (Ru) -5,7
11% p, (NO)
HOMO -3 83% d,y (Ru) -6,1
7% pz (NO)
HOMO -4 9% px (POC2H5) -7,8




Apéndice

82

Tabela 7.4- Carater, energias e estrutura de contorno dos LUMOs e HOMOs do
sistema trans-[RUL(NH3).P(OC,Hs)s]**, onde L = HNO, calculado por TFD.

Orbital Carater do orbital Energia (eV)
LUMO +4 36% dy,-sp (Ru-NHz) -0,2
54% py (POC;,Hs)
59% py (POC;,Hs)
LUMO +2 100% dy,-sp (Ru-NHz) -0,7
LUMO +1 81% dy’.y* (Ru) -1,2
7% 1t (NO)
12% py (POC;,Hs)
LUMO 36% dy; (Ru)
64% Tt (NO) -3,5
HOMO 100% dy, (Ru) -6,7
HOMO -1 100% d,, (Ru) 7.1
HOMO -2 64% dy; (Ru) -7,3
36% px (NO)
HOMO -3 51% p, (NO) -7,8
49% py (POC2Hs)
HOMO -4 18% p, (NO) -8,5

82% p« (POCzH5)
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Tabela 7.5 - Parametros geométricos do Complexo [Ru(NHz)sP(OC2Hs)sL]"™"

(L= NO, NO*, NO" e HNO)

NO* NO’ NO’ HNO
Comprimento de ligacéo (A)
Ru—N (2) 2,176 2,189 2,186 2,17104
Ru—N (5) 2,173 2,176 2,176 2,16736
Ru— N (8) 2,178 2,182 2,202 2,19302
Ru— N (11) 2,183 2,193 2,205 2,19380
Ru— N (14) 1,815 1,915 1,926 1,93826
Ru — P (20) 2,495 2,483 2,515 2,46273
N (14) - O (15) 1,170 1,213 1,282 1,28204
P (20) — O (15) 1,687 1,707 1,740 1,70804
Angulo de ligacdo (em grau)
N(NH3)-Ru-N(NHz) 89,7 90,0 90,0 90,0
N(NH3)-Ru-N(NO) 95,3 91,4 87,9 91,4
N(NH3)-Ru-P 84,7 88,7 92,1 88,5
N(NO)-Ru-P 178,7 176,2 176,3 177,2
Ru-N(NO)-O 177,9 141,6 116,9 122,7
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A partir da Figura 7.8 observa-se que os orbitais T do NO' sdo os que
apresentam maior contribuicdo para a formacdo do LUMO sendo, portanto, este o

sitio de extrema importancia no processo de reducédo da espécie [Ru'NO*".

Figura 7.8— Representacdo gréfica do LUMO para a espécie [Ru"NO?* .
A Tabela 7.6 apresenta as energias de solvatacdo e relativa no vacuo das

varias espécies do complexo.

Tabela 7.6- Energias relativas e de solvatagdo do sistema trans-
[RUL(NH3)4P(OC,Hs)s]**, onde L = NO*, NO, NO” e HNO em kcal.mol™.

Energia (kcal.mol ™) NO* NO NO HNO

Relativa 684,0 376,5 175,7 0,0

Solvatacdo em agua -300,1 -116,3 -16,7 -121,1




