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(Rasumo

Neste trabalho foram realizados estudos de reatividade quimica,
eletroquimica e fotoquimica dos complexos cis-[Ru(bpy)2(L)(NO)](PFs),, onde
L= imidazol, 1-metilimidazol, tiouréia e sulfito. Foram escolhidos, portanto, dois
ligantes auxiliares com caracteristicas ¢ doadoras e dois com caracteristicas n
receptoras e os resultados obtidos indicaram que a natureza e forca destes
ligantes influenciam diretamente na retrodoagdo existente entre o centro

metalico e o 6xido nitrico coordenado.

Os espectros de infravermelho apresentaram freqiiéncia caracteristica
de 6xido nitrico coordenado na forma NO®, sendo que houve variacédo dos
valores conforme a variacdo do ligante auxiliar. Os resultados indicam que a
interacdo existente (retrodoacdo) entre o0 Ru e o NO é mais forte para o
complexo que apresenta o ligante sulfito na esfera de coordenacédo, por
apresentar um menor valor de frequéncia de estiramento quando comparado
aos demais complexos. Os dados experimentais corroboram com os valores do
parametro de Lever encontrados para os ligantes, que indicam a contribuicdo

dos mesmos para a densidade eletronica do metal.

Os ciclovoltamogramas, realizados em meio aquoso, indicam que a
reducdo da espécie NO* a NO° é facilitada quanto maior for a doacdo de
densidade eletrénica do ligante “L” para o centro metalico. E a voltametria de
pulso diferencial indica a possibilidade da formac&o do aquo-complexo a partir

de uma reacéo quimica apos a reducao de 6xido nitrico.

Os estudos fotoquimicos mostraram que a liberacdo de 6xido nitrico a
partir do estimulo luminoso de solu¢cdes dos complexos € consistente, sendo
possivel inclusive a determinacéo da espécie formada como produto da fotolise

e posteriores calculos de rendimento quantico da formacao das mesmas.



A quantificacdo da liberacdo de oOxido nitrico foi realizada de maneira
indireta, utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada, que se mostrou
eficiente para o objetivo. E foi utilizado também um eletrodo seletivo para a
molécula de NO° livre, confirmando que a irradiacdo das soluces realmente
leva a liberacdo do Oxido nitrico coordenado na sua forma ativa em meio

biolégico.



Abstract

We carried out studies of chemical reactivity, electrochemistry and
photochemistry of complexes cis-[Ru(bpy)2(L)(NO)](PFe)n, where L = imidazole,
1-methylimidazole, thiourea and sulfite. Were chosen, therefore, two ligands
being o donors and two with ligands that act as =-recipient and the results
indicated that the nature and strength of these ligands directly influence the
strength of the back donation between the metal center and coordinated nitric
oxide.

The infrared spectra showed a characteristic frequency of nitric oxide
coordinated as NO”, and there was variation in the observed value of frequency
of NO stretching, dependant of the auxiliary ligand. The results indicate that the
backbonding between Ru and NO" is stronger in the complex featuring the
sulfite ligand in the coordination sphere, that complex having a minimum value
to that specific stretching frequency, when compared to the other complexes.
The experimental data corroborate with the Lever parameter values for the
ligands, indicating the contribution of them to the electron density of the metal.

The cyclic voltammetry performed in aqueous media indicate that the
reduction of NO* species to NO° is facilitated with the increase of electron
density donation from auxiliary ligands to the metallic center. And the differential
pulse voltammetry indicates the possibility of the formation of aqueous-complex
from a chemical reaction, after coordinated NO® reduction.

This work have shown that the photochemical release of nitric oxide
from the light stimulation of complex solutions is consistent, even being possible

to determine the species formed as a product of the photolysis and subsequent



calculations of guantum yield of NO° realese.

Quantification of nitric oxide release was performed indirectly, using the
technique of square wave voltammetry, which was efficient for the purpose. It
was also used a selective electrode for free NO° molecule, confirming that
irradiation of NO® compounds solutions actually cause the release of

coordinated nitric oxide (NO) to its active form in biological environment.
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fotoquimica de 6xido nitrico para o ion complexo cis-[Ru(bpy)(TU)(NO,)]*
(solugdo tampdo pH= 7,40) utilizando eletrodo seletivo para NO°

livre

Voltamogramas ciclicos ( preto ) 1 ciclo e ( vermelho ) 2 ciclos de
varredura para o ion complexo cis—[Ru(bpy)z(imN)(NO)]3+ em KCI 0,10 mol
L' e tampao pH= 2,03. Potencial inicial de varredura 0,50 V (E VS
Ag/AgCl, KCI saturado), potenciais de inversdo 1,00 e -1,00 V. T=25°C.

V=0,10 V/s

Voltamogramas ciclicos ( preto ) 1 ciclo e ( vermelho ) 2 ciclos de
varredura para o ion complexo cis—[Ru(bpy)z(metimN)(NO)]3+ em KCI 0,10
mol L e tamp&o pH= 2,03. Potencial inicial de varredura 0,50 V (E VS
Ag/AgCl, KCI saturado), potenciais de inversdo 1,00 e -1,00 V. T=25°C.

V=0,10 V/s

Voltamogramas ciclicos ( preto ) 1 ciclo e ( vermelho ) 2 ciclos de
varredura para o ion complexo Cis-[Ru(bpy)g(TU)(NO)]3+ em KCI 0,10 mol
L™ e tamp&o pH= 2,03. Potencial inicial de varredura 0,50 V (E VS
Ag/AgCl, KCI saturado), potenciais de inversdo 1,00 e -1,00 V. T=25°C.

V=0,10 V/s

Voltamogramas ciclicos ( preto ) 1 ciclo e ( vermelho ) 2 ciclos de
varredura para o ion complexo cis-[Ru(bpy),(TU)(NO)I** em KCI 0,10 mol
L™ e tamp&o pH= 7,40. Potencial inicial de varredura 0,50 V (E VS
Ag/AgCl, KCI saturado), potenciais de inversdo 1,00 e -1,00 V. T=25°C.

V=0,10 V/s

Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura ( preto )
0,05 V/s, ( vermelho ) 0,10 V/s, ( verde ) 0,20 V/s, ( azul marinho ) 0,30
VI/s, ( azul claro ) 0,40 V/s para o ion complexo cis-[Ru(bpy)Z(imN)(NO)]3+
em KCI 0,10 mol L™ e tampao pH= 2,03. Potencial inicial de varredura
0,40 V (E VS Ag/AgCI, KCI saturado), potenciais de inversdo 0,60 e -0,10

V. T=25°C

Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura ( preto )
0,05 V/s, ( vermelho ) 0,10 V/s, ( verde ) 0,20 V/s, ( azul marinho ) 0,30
Vi/s, ( azul claro ) 040 V/s para o ion complexo cis-
[Ru(bpy),(metimN)(NO)]** em KCI 0,10 mol L™ e tampao pH= 2,03.
Potencial inicial de varredura 0,40 V (E VS Ag/AgCl, KCI saturado),
potenciais de inversao 0,60 e -0,10 V. T=25°C

Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura ( preto )
0,05 V/s, (vermelho) 0,10 V/s, ( verde ) 0,20 V/s, ( azul marinho ) 0,30 V/s,
(azul claro) 0,40 V/s para o ion complexo cis-[Ru(bpy)z(TU)(NO)** em KCI
0,10 mol L e tampao pH= 2,03. Potencial inicial de varredura 0,40 V (E
VS Ag/AgCl, KCI saturado), potenciais de inversdo 0,60 e -0,10 V.

T=25°C
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Figura 43.

Figura 44.

Figura 45.

Figura 46.

Figura 47.

Figura 48.

Figura 49.

Figura 50.

Figura 51.

Figura 52.

Figura 53.

Figura 54.

Figura 55.

Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura ( preto )
0,05 V/s, ( vermelho ) 0,10 V/s, ( verde ) 0,20 V/s, ( azul marinho ) 0,30
V/s, ( azul claro ) 0,40 V/s para o ion complexo cis-[Ru(bpy),(SO3)(NO)]*
em KCI 0,10 mol L™ e tampao pH= 2,03. Potencial inicial de varredura
0,10 V (E VS Ag/AgCl, KCI saturado), potenciais de inversdo 0,40 e -0,50

V. T=25°C

Variagdo de Ipc em fungédo de V
cis-[Ru(bpy)2(imN)(NO)]**

2 'em meio aquoso, para o complexo

Variacdo de Ipc em fungdo de V'

cis-[Ru(bpy),(metimN)(NO)**

, €M meio aquoso, para o complexo

Variacdo de Ipc em fungdo de V'

cis-[Ru(bpy)x(TU)(NO)**

, €m meio aquoso, para o complexo

Variacdo de Ipc em fungdo de V', em meio aquoso, para o complexo
cis-[Ru(bpy)=(SO3)(NO)I"

Variagdo de log(lpc) em funcao de log(V), em meio aquoso, para o
complexo cis—[Ru(bpy)z(imN)(NO)]3+

Variagdo de log(lpc) em fungdo de log(V), em meio aquoso, para o
complexo cis-[Ru(bpy)g(metimN)(NO)]3+

Variagdo de log(lpc) em funcdo de log(V), em meio aquoso, para o
complexo cis-[Ru(bpy)g(TU)(NO)]3+

Variagao de log(lpc) em fungdo de log(V), em meio aquoso, para o
complexo cis-[Ru(bpy),(SO3)(NO)]*

Influéncia da posigéao do ligante L na densidade eletrénica sob o ligante
nitrosil. a) posig¢ao trans e b) posigao cis

Voltamogramas de Pulso Diferencial para o0s complexos cis-
[Ru(bpy)2(L)(NO)]™. ( azul claro ) Varredura de potencial de 1,00V até -
0,20V, sem eletrdlise. Varredura de potencial de -0,20V a 1,00Vm,
eletrolise da solugdo em -0,60V durante ( preto ) 0, ( vermelho ) 10, (

verde ) 20 e ( azul marinho ) 30s

Voltamogramas de Onda Quadrada para as frequéncias de (preto)10,
(vermelho)20, (verde)30, (azul marinho)40, (azul claro)50, (rosa)60,
(amarelo)70, (verde musgo)80 e (cinza)90 Hz para os ions complexos cis-
[Ru(bpy),L(NO)]"" sendo L= imidazol e 1-metilimidazol, em tampé&o
trifluoroacetato + hidroxido de sédio pH=2,03, tiouréia, em tampao acido
acético + acetato de sodio pH=4,16 e sulfito, em tampao H,PO, e HPO42'
de pH = 7,4. Concentragdo do eletrdlito: 0,imol L’
1

Influéncia do aumento de freqiiéncia na resposta de corrente voltamétrica
para os ions complexos cis-[Ru(bpy).(L)(NO)]™, sendo L= imidazol e 1-
metilimidazol, em tampao trifluoroacetato + hidroxido de sédio pH=2,03,
tiouréia, em tampéao acido acético + acetato de sédio pH=4,16 e sulfito,
em tampao H,PO, e HPO42' de pH = 7,4. Concentragédo do eletrdlito:
0,1mol L™
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Figura 56.

Figura 57.

Figura 58.

Figura 59.

Figura 60.

Figura 61.

Figura 62.

Figura 63.

Figura 64.

Voltamogramas de Onda Quadrada para as amplitudes de (preto)10,
(vermelho)20, (verde)30, (azul marinho)40, (azul claro)50, (rosa)6o, e
(amarelo)70 mV para os ions complexos cis-[Ru(bpy),L(NO)]"" sendo L=
imidazol e 1-metilimidazol, em tampéo trifluoroacetato + hidroxido de
sodio pH=2,03, tiouréia, em tampao acido acético + acetato de sodio
pH=4,16 e sulfito, em tampdo H,PO, e HPO,> de pH = 74.
Concentragao do eletrdlito: 0,1mol L™

Influéncia do aumento de amplitude na resposta de corrente voltamétrica
para os ions complexos cis-[Ru(bpy),(L)(NO)]", sendo L= imidazol e 1-
metilimidazol, em tampao trifluoroacetato + hidroxido de sédio pH=2,03,
tiouréia, em tampao acido acético + acetato de sodio pH=4,16 e sulfito,
em tampao H,PO, e HPO,* de pH = 7,4. Concentracado do eletrdlito:
0,1mol L™

Voltamogramas de Onda Quadrada para incrementos de varredura (AE)
de (preto)1, (vernelho)2, (verde)3, (azul marinho)4, (azul claro)5, (rosa)6,
(amarelo)7, (verde musgo)8 e (cinza)9 e (vinho)10mV para os ions
complexos cis-[Ru(bpy),L(NO)]"*, sendo L= imidazol e 1-metilimidazol, em
tampao trifluoroacetato + hidréxido de sédio pH=2,03, tiouréia, em tampao
acido aceético + acetato de sédio pH=4,16 e sulfito, em tampao H,PO, e
HPO,* de pH = 7,4. Concentracdo do eletrdlito: 0,1mol L
1

Influéncia do aumento de incremento de varredura (AEg) na resposta de
corrente voltamétrica para os ions complexos cis-[Ru(bpy)z(L)(NO)]™,
sendo L= imidazol e 1-metilimidazol, em tampéao trifluoroacetato +
hidroxido de sédio pH=2,03, tiouréia, em tampao acido acético + acetato
de sodio pH=4,16 e sulfito, em tampao H,PO, e HPO,* de pH = 7,4.
Concentragao do eletrolito: 0,1mol L’

Voltamogramas de Onda Quadrada para adi¢gdes sucessivas de solugéo
estoque dos ions complexos cis-[Ru(bpy)z(L)(NO)™, em tampao
adequado para cada ligante “L”, no intervalo das concentragbes (preto)
6,67 x 10”°, (vermelho) 1,09 x 10, (verde) 1,48 x 10™, (azul marinho) 1,98

x 10, (azul claro) 2,04 x 10™* e (rosa) 2,79 x 10™ mol L™". Concentragéo
do eletrolito: 0,1 mol L™

Curva analitica tragada a partir dos voltamogramas de onda quadrada
para o ion complexo cis-[Ru(bpy),(L)(NO)]"", em adequado para cada
ligante “L”, no intervalo das concentracdes 6,67 x 10° a 2,79 x 10" mol L~
' Os experimentos foram realizados em quintuplicada e os valores de
corrente correspondem a média dos valores

experimentais

Voltamogramas de Onda Quadrada referentes ao monitoramento da
irradiagdo dos ions complexos cis-[Ru(bpy)z(L)(NO)]n3+, durante (preto) 0,
(vermelho) 5, (verde) 10 e (azul marinho) 20 minutos de irradiagdao em
355nm no tampéo adequado para cada ligante “L”. Concentragdo do

eletrolito: 0,1 mol.L™

Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura ( preto )
0,05 V/s, ( vermelho ) 0,10 V/s, ( verde ) 0,20 V/s, ( azul marinho ) 0,30
V/s, (azul claro ) 0,20 V/s para o ion complexo cis-[Ru(bpy).(imN)(NO)J**
em KCI 0,10 mol L. Potencial inicial de varredura 0,40 V (E VS Ag/AgCl,
KCl saturado), potenciais de inversédo 0,50 e -0,50 V.

T=25°C
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Figura 65.

Figura 66.

Figura 67.

Figura 68.

Figura 69.

Aparato para obtengao de sistema lipossomais

Viabilidade celular de B16/F10 obtidos por ensaios de MTT apods
tratamento 24h com cis-[Ru(bpy),(SO3)NO)]" em solugéo tampao pH =7,4,
Células B16/F10 foram plaqueadas em Wells de 96 (2x10* células/well)
por 3 horas com concentragdo do ion complexo cis-[Ru(bpy).(SO3)NO)]*
de 107 a 107°M. p <0,05 Vs respectivos

controles

Viabilidade celular de B16/F10 obtidos por ensaios de MTT apds 48h
tratamento com cis-[Ru(bpy)»(SO3)NO)]" em solugdo tampdo pH =74,
Células B16/F10 foram plaqueadas em Wells de 96 (2x‘|04 células/well)
por 3 horas com concentragdo do complexo cis-[Ru(bpy),(SO3)NO)]" de
10”7 a 10°M. p <0,05 Vs respectivos

controles

Porcentagem de viabilidade celular apo6s incubagdo com a formulagéo
lipossomal “vazia”. Os experimentos foram realizados no escuro, ou seja,
sem irradiagdo luminosa com as células de melanoma

B16/F10

Viabilidade celular de B16/F10 obtidos por ensaios de MTT apds
tratamento com cis-[Ru(bpy).(SO;)NO)]*  encapsulado em lipossoma,
Células B16/F10 foram plaqueadas em Wells de 96 (2x‘|04 células/well)
por 3 horas com concentracdo do ion complexo cis-[Ru(bpy)2(SO3)NO)]*
de 107 a 107°M. p <0,05 Vs respectivos

controles
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QStrodugio Candido, M.C.L.

Sntrodugio

1.1. Importancia Biol6gica do Oxido Nitrico
A molécula de O6xido nitrico pode ser naturalmente obtida por

descargas elétricas que provocam a reacao entre o nitrogénio e o oxigénio,
e pela acdo de microorganismos do solo ao agirem sobre a matéria
organica. Sendo que sua maior producdo advém da combustdo de
derivados do petroleo, onde, a altas temperaturas, ocorre a reacdo entre o
oxigénio e o nitrogénio atmosférico produzindo NO, motivo pelo qual,
durante anos, levou a se pensar no 6xido nitrico apenas como sendo
causador de problemas respiratérios e poluicdo ambiental®.

Contudo, a partir de 1987, com a descoberta da atuacdo do 6xido
nitrico, no corpo humano, como o fator relaxante derivado do endotélio
(EDRF, do inglés endothelium-derived relaxing factor)?, surgiu um interesse
em estudar os mecanismos bioldgicos que o NO participasse, resultando
na publicacdo de inimeros artigos anualmente >**.

A molécula de NO é o menor mensageiro bioldgico existente e ndo
depende de transportadores especificos, nem de canais de passagem
intracelular para desempenhar seu papel. No meio celular, mesmo em
concentracdes menores que 5 pmol L™, o NO interage com o ion metélico
de ferro(ll), presente na enzima guanilato ciclase, ativando-a. Esta enzima
produz um segundo mensageiro bioldégico, a guanosina monofosfato
ciclica, que é responsavel por desencadear uma série de processos

fisiolégicos, inclusive o relaxamento da musculatura lisa das artérias®.
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O impacto das descobertas rendeu ao Oxido nitrico o titulo de
molécula do ano pela revista Science, em 1992 e o posterior
reconhecimento dos pesquisadores Robert Furchgott, Louis Ignarro e Ferid
Murad (Figura 1) em 1998, com o Prémio Nobel de fisiologia e medicina por
suas descobertas relativas a atuacdo da mesma como molécula

sinalizadora no sistema cardiovascular 2.

NOBELFORSAMLINCGEN
KAROLINSKA INSTITUTET
har bestidat att 1908 dr

’ v ol
NOBELPRIS
! /J}\‘uu’:w'rﬂfv' medicin

skall tillerkdnnas
fernensamt utqe il

rl

—

Figura 1. Fotografias dos cientistas ganhadores do Prémio Nobel de medicina

em 1998, Robert Furchgott, Louis Ignarro e Ferid Murad.
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Os estudos dai em diante realizados mostraram que o NO esta
envolvido em diversos processos fisiologicos de suma importancia para o

funcionamento do organismo, incluindo funcdes como: neurotransmissor

8 9

, atuando na memoria e aprendizado, imuno-regulacdo °, estando
presente na inflamacdo e nos mecanismos de autoimunidade;
manutencdo inicial da vida '°, através do controle da circulacdo
plancentaria e regulagem das contracées do parto, vasodilatacdo™, além
do envolvimento nos mecanismos de morte celular (apoptose e necrose)
1217 entre outros. Contudo, as funcdes até hoje descobertas s&o
complexas e antagonicas, tendo efeito benéfico ou potencialmente toxico
de acordo com a concentracdo ou depuracéo tecidual 2.

O NO é um radical livre, extremamente reativo, podendo difundir-se
rapidamente pelas membranas celulares. Sua biossintese € realizada por
um grupo de enzimas chamadas de o6xido nitrico sintetase
Simplificadamente, esta enzima produz NO e o aminoacido L- citrulina a
partir do amino&cido L- arginina e de oxigénio molecular (O,). Este

processo envolve a transferéncia de 5 elétrons e conversdo do

aminoécido L-arginina em NO, como representado no Esquema 1.
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Esquema 1. Biossintese do Oxido Nitrico.

A observacdo de que o NO esta presente em todas as ceélulas do
corpo humano, assim como é parte de mecanismo de plantas e

microorganismos, impulsionou varios grupos de pesquisas em todo o

mundo %22

biolégicas. Dentre estes estudos merece destaque as atividade
antitumoral exercida pelo NO'* . Aparentemente o conhecimento e
controle da atividade biolégica do NO em células tumorais podera

culminar com uma nova terapia anticancerigena, a qual seria geral para

todos os tipos de canceres.
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1.2. Oxido Nitrico e o Cancer

O cancer é uma das doencas que mais causam temor na
sociedade, por ter se tornado um estigma de mortalidade e dor. O
comportamento das células cancerigenas pode ser explicado por
mutacfes genéticas ou secrecao anormal de hormdnios ou enzimas. Por
meio de sucessivas divisbes, as células acabam formando um
agrupamento de estruturas celulares irregulares que recebe o nome de
tumor, sendo que este quando maligno sofre um processo de
vascularizacdo, chamada de angiogénese, que promove um crescimento
acelerado e maior probabilidade de invadir outras partes do organismo. O
cancer, portanto, abrange um grupo de centenas de tipos da doenca que,
embora sejam diferentes entre si, ttm a capacidade comum de formar
coloénias de células que invadem e destroem tecidos e 6rgdos a sua
volta®*,

Embora nos udltimos anos as técnicas para o tratamento desta
doenca, como a cirurgia, quimioterapia, radioterapia e hormonioterapia,
tenham sofrido um desenvolvimento substancial, permitindo o aumento do
tempo de vida dos pacientes, estes ainda sdo acometidos de efeitos
colaterais, como alopecia (queda de cabelo), alteracdes gastrointestinais
(nauseas, vomitos e diarréia) e adinamia (prostracdo fisica), tornando o

tratamento muito dificil aos doentes®.

Existem muitos conflitos na utilizag&do do 6xido nitrico no tratamento

do cancer, pois estudos comprovam que o NO pode ser pré6 ou anti-

tumoral®®. Acredita-se que a diferenca entre tais hipoteses estd na
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concentracdo de NO no local do tumor. A droga doadora de NO, S-nitro-
N-acetyl-penicilamina (SNAP), foi utilizada para ilustrar a capacidade do
NO apresentar efeitos anti e pré-angiogénicos. Em doses baixas (0,1 a
0,3mM) a angiogénese aumentou cerca de 46%. Em concentracdes mais
elevadas, os efeitos pré-angiogénicos comecam a diminuir e em uma
concentracdo de 4mM foi observado o maximo de inibicdo da
angiogénese (80%). Além disso, proteinas presentes no tumor, e seus
reguladores e ativadores também foram inibidas em altas concentracdes

do doador de NO*3,

Isto demonstra claramente a relacdo entre a dose e o efeito do
6xido nitrico no cancer, no que diz respeito & angiogénese®” %. Assim, o
NO pode ter efeitos profundos sobre o fluxo sanguineo tumoral. O tumor
vascular é frequentemente descrito como imaturo, devido o crescimento
descontinuo de suas células endoteliais, sem dire¢do pré-determinada do
fluxo, em comparagcdo com a natureza altamente estruturada da

vasculatura normal*® 2.

Koberlik e colaboradores® estudaram a influéncia de inibidores de
NO sintase [N"-nitro-L-arginina (L-NNA) e o éster metilico de N"-nitro-L-
arginina (L-NAME)] no grau de destruicdo das células tumorais ap0s o
tratamento de PDT em camundongos cujos tumores sdo caracterizados
pela elevada producdo de NO (RIF e SCCVII) ou pela baixa producéo de
NO (EMT6 e FsaR). Os resultados mostraram que esses dois grupos

tumorais respondem diferentemente ao tratamento de modulacdo de NO.
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Os tumores caracterizados pela alta producdo de NO, foram mais
eficientemente destruidos pela PDT quando os inibidores foram
adicionados ao meio reacional. O fluxo sanguineo regular nesses tumores
aparentemente € mantido pela constante vasodilatacdo exercida pelo NO
ja que a utilizacdo dos inibidores L-NNA e L-NAME causam forte impacto
na destruicdo do tumor. Deve-se ressaltar que o Oxido nitrico tem um
importante papel na restituicdo do fluxo sanguineo, inibido devido aos
processos inflamatérios desencadeados pela terapia fotodinamica, desde
que os vasos afetados ndo tenham sido completamente danificados. Por
outro lado, o grau de destruicdo dos tumores que apresentam baixa
producdo de NO (EMT6 e FsaR) nédo foi afetado significativamente na
presenca de inibidores de Oxido nitrico indicando que a perfuséo

sanguinea destes tumores é independente do NO®!,

Portanto, o NO pode facilitar ou inibir a progressdao do tumor,
dependendo do gendtipo tumoral e/ou do seu nivel de producéo pelos
tumores*?. A facilidade em promover a progressédo tumoral esta associada
a caracteristica vasodilatadora do NO, que permite o fluxo sanguineo nas
células tumorais, assim como a sua capacidade de produzir angiogénese
(induzir a formacdo de novos vasos). Sob altas concentracdes
(micromolar) o NO é citotéxico, podendo inibir a progressao tumoral em
razdo da inibicdo da citocromo c oxidase e consequentemente do
processo respiratério, resultando no aumento de elétrons oriundos da
cadeia respiratéria e no favorecimento da superproducdo de radicais

superoéxidos. Estes radicais, que também podem ser gerados durante a
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PDT, atuam diretamente na destruicdo celular, através da inducdo de
stress oxidativo sobre o tecido endotelial, ou indiretamente, através da
interacdo entre o radical superoxido e o 6xido nitrico, gerando entéo o ion
peroxinitrito (ONOQO’), um potente oxidante e agente nitrosante capaz de
reagir com proteinas, DNA, lipideos e uma variedade de outras
moléculas®” *2. Assim, niveis basais adequados de NO sd0 necessarios
para manter a perfusdo microvascular tanto no tumor quanto no tecido
normal®® e elevados niveis de NO podem aumentar a citotoxicidade

também em ambos.

Atualmente sabe-se que a combinag&o da maior especificidade que
se pode conseguir com a utilizacdo de drogas fotoquimioterapicas
(utilizadas na PDT)** * e os resultados satisfatérios na destruicdo de
células cancerigenas utilizando como tratamento a modulagdo da

concentracédo de NO** %

na regido do tumor pode ser extremamente Util
na descoberta de novos tratamentos alternativos aos mais diversos tipos
de canceres que acometem a populagdo mundial. Levando-se em
consideragdo a diversidade de trabalhos que englobam a terapia
fotodinamica®’ e a utilizacdo dos doadores de NO, onde a literatura ja
reporta dados como local de atuacdo’®, mecanismos'® e drogas
recentemente testadas'” ' 3 ¢é possivel o desenvolvimento de
quimioterapicos que apresentem elevada especificidade de a¢édo sobre as
células tumorais, resultando tanto na intensificacdo da atividade

antineoplasica da droga quanto na reducdo dos efeitos prejudiciais as

demais células do organismo®.
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1.3. Propriedades Quimicas do Oxido Nitrico

O NO € um géas (P.E. = -151,7°C) incolor e termodinamicamente
instavel com respeito a formacéo de N, e 0,.*

E habitualmente encontrado no ar atmosférico em pequenas
quantidades e é altamente téxico devido a presenca de radical livre (Figura

2) que o torna um agente quimico muito reativo.

( e ™ P \
"N::O0, «> :N::0:

0

\_ (1 (i )

Figura 2. Estruturas de Lewis para a molécula de NO com seus respectivos

valores de carga formal.*?

Analisando as estruturas de Lewis para a molécula de NO percebe-
se gue o elétron encontra-se deslocalizado, porém, devido uma maior
eletronegatividade do oxigénio relativamente ao nitrogénio, tém-se uma
maior contribuicdo da estrutura ( | ) para o hibrido de ressonancia da
molécula, pois nesta estrutura tem-se uma maior densidade eletrdnica sob
0 oxigénio. A principio, a molécula de NO pode ligar-se ao metal (M) tanto
pelo atomo de nitrogénio (M—NO) como pelo atomo de oxigénio (M—ON),
originando as formas nitrosil ou isonitrosil, respectivamente. A forma nitrosil
€ a mais comum, sendo que a forma isonitrosil deve ocorrer com metais

mais eletropositivos, como Li e Na.
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A combinacdo dos orbitais atbmicos do nitrogénio e oxigénio, para

formar o NO, fornece o conjunto de orbitais moleculares mostrados na

o — e )

L]
%

L
] ".
] i ]
20 em— — -1-{‘\ ’}_L‘_ # # 2
l‘-lﬂ- +.‘_," ﬂ:
,#‘ o1”
2 H‘:.. \:’hH- 25
‘*-4-’ o]

\nmum atdmicos do N Crrbitais atdmicos do O /

Figura 3. Diagrama de orbital molecular para a molécula de éxido nitrico (NO°).

Figura 3.

O numero total de elétrons de valéncia do NO é 11, possuindo os
orbitais o ligante (1o e 2 o*) de menor energia juntamente com o0s orbitais
ligantes te o (1n, 3 o) preenchidos, sendo que o ultimo elétron deve
ocupar um orbital = antiligante (2rn"), conferindo a este caracteristicas
paramagnéticas. A ordem de reacéo liquida € de 2,5 e o comprimento da
ligacdo € 1,15 A, valor intermediario entre uma ligacdo dupla (1,18 A) e
tripla (1,06 A).*®

Embora cada molécula de NO possua 1 elétron desemparelhado, a
combinacdo entre duas moléculas para a formacdo do dimero N,O,
(representado no esquema 2) s6 ocorre em estado solido a baixas

temperaturas.
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[ INO —> Nzoz]

Esquema 2. Formacao do dimero N,O,.

A energia envolvida neste processo corresponde a AH= -2,6 kcal
mol™. A presséo de 1 atm e 300°C, o termo —TAS é + 4,3 kcal mol” e a
energia livre de Gibbs (AG) é + 1,7 kcal mol™?, para baixas temperaturas a
energia livre de Gibbs passa a ser negativa, tornando 0 processo
espontaneo.*

A reacao do 6xido nitrico com alguns metais de transicao tende a
ser rapida e a ligacdo estavel fazendo destes compostos possiveis
doadores ou capturadores de NO. Trata-se de uma interacdo do tipo
acido - base de Lewis, onde ha doacdo de densidade eletrbnica dos
orbitais do tipo o do NO para o metal. Em alguns casos, dependendo da
nuvem eletrébnica do metal pode haver uma doacdo de densidade
eletronica dos orbitais dm do metal para o os orbitais n* do ligante nitrosil,
que possui simetria e energia adequada para tal interacdo. A ligacao
descrita é chamada de retrodoacéo ou backbonding.*®

A efetiva interacdo do centro metalico com o ligante nitrosil é
caracterizada por espectroscopia na regiao do infravermelho através da
banda de estiramento do NO (vNO). A energia necessaria para vibrar a
ligacdo N-O é dependente do tipo de interagdo do ligante com o metal,
quanto maior for a retrodoacdo, menor sera a energia. Da mesma forma

gue para a frequéncia de estiramento, a natureza dos ligantes da esfera
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de coordenacdo, a configuracdo eletrbnica e carga do complexo
influenciam nos potenciais de oxidacéo e reducao do NO.

O oOxido nitrico pode sofrer sucessivas reducdes originando
diferentes espécies, entretanto o par redox exaustivamente estudado

nestes sistemas é NO™

por tratar-se de um processo reversivel com
transferéncia de apenas 1 elétron e também porque a espécie NO° ser a
espécie ativa biologicamente. Quanto mais efetiva for a retrodoacéo, mais
baixo (ou mais negativo) serd o potencial de redugdo da espécie NO* a
NO°.

Além da espécie NO" (ion nitrosonio), que é formada pela retirada
do elétron desemparelhado no orbital n*, o 6xido nitrico também pode
formar a espécie NO™ (anion nitroxido), que é formado pela adicdo de 1

elétron ao orbital n*. Os diagramas de orbitais moleculares das espécies

em questo estéo representados na Figura 4.

i 1 *
¥ .1 r.—.‘ 62
v

] ) "
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20 e —( }_H_ il 2p-H- - —L( 3_H_ s s 2
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Ty e

R AN . o
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Orbitais atomicos din N Orhiinis atdmicos do O

No T NO -

Figura 4. Diagramas de orbitais moleculares das espécies NO* e NO°.*
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A oxidacdo do oOxido nitrico deveria levar a formacdo da espécie
NO™, contudo pode ocorrer a formacédo de outras espécies reativas de
nitrogénio (ERONSs), como representado pelas sequéncias de reacdes 1 -
5. O oxigénio molecular possui 2 elétrons desemparelhados e reage com
NO° produzindo NO, (EquacBes 1 e 2). Este pode reagir com outra
molécula de NO e formar N,O; (Equacdo 3). Essa espécie é
termodinamicamente instavel e é convertida pela agua em nitrito

(Equacéo 4).%48

/ NO” + 0, —

{1}\

ONOOQ*
NO? + ONOO* ONOONO —  2NO: (2)
2NO: + 2NQ’ 2N203 (3)
2N2O3 + 2H.0 4NOy +  4H (4)
ANO" + 0O + 2H0 4NOy +  4H" (5)

\_ J

De acordo com a literatura, dados experimentais mostraram que a

reacdo global (Equacao 5) representada acima é de terceira ordem,
mesmo em concentragcdes micromolares de NO e sua degradacdo em
meio aquoso e aerGbico ndo € linearmente dependente da sua
concentracdo. %8

Um aspecto intrigante dessa reacdo € que sua constante de

velocidade (k) depende pouco do solvente, do pH e da temperatura.

Assim, em ambiente fisiol6gico, conforme o NO é produzido e difundido
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no meio intracelular, sua concentracdo diminui e consequentemente ha
uma queda na formacdo de ERONs, aumentando o tempo necessario
para que ele seja degradado. Isto corrobora para que o NO exerca suas
funcdes e minimize a interferéncia fornecida pela reacdo com o oxigénio.
Por outro lado, quando ocorre uma superproducédo de NO, a rea¢cdo com
0 oxigénio € acelerada exponencialmente, acarretando maior formacéo de
ERONSs.

Portanto, a modulacdo de compostos estaveis que possam ser
doadores de o6xido nitrico para tratamentos clinicos vem sendo alvo de
estudos mais aprofundados. Sendo uma das possibilidades que possuem
grande aceite na comunidade cientifica envolve o uso de compostos de

coordenagdo como agentes liberadores de NO.*% 49!

1.4 Compostos de coordenacdo como agentes liberadores

de 6xido nitrico

A prética de utilizar compostos de coordenagdo para fins
terapéuticos mostra-se promissora, entre varios exemplos, existem
complexos de platina que séo utilizados no tratamento do cancer, além de
compostos de prata utilizados como agentes antimicrobianos e
medicamentos a base de compostos de ouro aplcados no tratamento da

artrite reumatoide.*t °2

Atualmente existe no mercado o nitroprussiato de sodio

(Naz[Fe(CN)s(NO)].2H,0, comercialmente chamado de Nipride®, utilizado
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em emergéncias cardiacas como vasodilatador no controle da pressao
arterial®>. Essa droga atua com a liberacdo de éxido nitrico na corrente
sanguinea, contudo para que isso seja possivel ha a liberacdo de uma
molécula de CN" (toxico ao organismo) antes mesmo de liberar o NO,
sendo necessaria a administracdo conjunta de outro medicamento que
aniquile o efeito do cianeto no organismo.”* °°> Tal inconveniente,
juntamente com o fato da liberagdo do Oxido nitrico ser muito rapida
(acarretando uma queda brusca de pressao arterial), encorajam estudos
para o desenvolvimento de drogas menos toxicas e que o NO esteja
coordenado de maneira mais estavel, o que levaria a uma liberacdo mais

lenta na corrente sanguinea.

A utilizagdo de ruténio como centro metalico de compostos com
aplicacdo clinica vem sendo estudada®® devido a formacdo de complexos
estaveis e por acreditar-se que 0 mecanismo de protecdo contra a
toxicidade desse metal pelo organismo ser semelhante ao do ferro.
Quando h& excesso de ferro no organismo, este aumenta a producgéo de
proteinas capazes de capturar este metal, como a transferrina e a
albumina. Alguns estudos ja foram feitos sobre a biodistribuicdo do ruténio
utilizando ratos como cobaias. Foi observado que o complexo
[Ru'(edta)NO] *,administrado intravenosamente, teve sua concentracio
méxima de metal alcancada no figado, rins e plasma sanguineo na
primeira hora apdés a injecdo, enquanto que na urina a concentracao
maxima demorou duas horas para ser atingida. Apos oito horas, néo

foram mais encontrados tragos do metal nos érgaos, na urina e no plasma
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sanguineo. Este estudo também mostrou que ndo foram observadas
mortes para doses entre 0,3 e 9,0x10™ mol kg™.

Unindo as propriedades do 6xido nitrico com a estabilidade do
ruténio muitos grupos de pesquisa trabalham com a modulacdo de
nitrosilo complexos de ruténio visando aplicacdo como vasodilatador,
tratamento alternativo para o cancer, entre outros.*®®°

Buscando conhecer estas propriedades, muitos cientistas
desenvolveram e estudaram uma série de compostos nitrosilo de ruténio,
tais como complexos do tipo [Ru(L)CI,(NO)], onde L sao ligantes
fosfinicos*’, e complexos do tipo trans-[Ru(NHs)sL(NO)](BF4)s, onde L é
imidazol, L-histidina, piridina e nicotinamida®® foram amplamente
investigados.

Com o intuito de minimizar reacfes paralelas a liberacdo de NO,
foram realizados estudos utilizando ligantes macrociclicos deixando os
compostos ainda mais estaveis (trans-[RuCl(cyclam)(NO)]**, onde cyclam é
1, 4, 8, 11-tetraazaciclotetradecano.?

Existem maneiras diferentes de estimular a saida do 6xido nitrico da
esfera de coordenacdo, dentre elas pode-se citar a reducdo quimica,
eletroquimica e a por meio de estimulo luminoso. A reducdo quimica e a
eletroquimica sdo exemplos de como conseguir liberacao de 6xido nitrico a
partir de um estimulo especifico, pois, em muitos complexos, o ligante
nitrosil perde a sua afinidade pelo metal ao ser reduzido a NO°.

Outra forma é a estimulacdo fotoquimica dos compostos. A

literatura®* descreve estudos espectroscépicos e fotoquimicos do complexo
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cis-[RUCI(bpy)2(NO)](PFe)?*. Esse trabalho mostrou a liberacdo de NO em
meio aquoso quando irradiado com laser em 355 nm (¢NO = 0,98 mol
einstein™). Outro estudo®® relata a sintese e as propriedades quimicas e
fotoquimicas da espécie trans- [RuCl([15]aneN4)NO]** em tamp&o
fisiologico (pH = 7,4). Este complexo, quando irradiado com laser em 355
nm, produz NO e a espécie trans- [RuCl([15]aneN4)H,0]+. O rendimento
quantico encontrado para a liberacéo do NO foi 0,61 mol einstein™.

Tanto o processo de reducdo quimica quanto o fotoquimico fazem
de compostos nitrosilos de ruténio substancias sui generis para o
desenvolvimento de novas metalo-drogas. O baixo efeito citotoxico de
complexos com este ion metalico responde pela promissora possibilidade

do desenvolvimento de nova classe de metalo-drogas.
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2. Sustificativas ¢ Objetives

Visando a modulacdo de nitrosilo-compostos capazes de liberar éxido
nitrico em meio bioldgico e sabendo das caracteristicas dos complexos cis-
[Ru(bpy).L(NO)]™" (L= sulfito, imidazol, metil-imidazol e tiouréia), que ja

possuem sua sintese e caracterizacdo discutidos na literatura 2% ®

, foram
realizados estudos de reatividade quimica e fotoquimica objetivando-se avaliar
a influéncia dos ligantes auxiliares (L) na liberacdo do NO dos complexos
representados na Figura 5.

Objetivos Especificos

Sabendo das caracteristicas distintas apresentadas pelos ligantes
auxiliares, ja que os ligantes imidazol e 1-metilimidazol sdo ligantes =
receptores e os ligantes tiouréia e sulfito sdo ¢ doadores, foram realizados
diversos experimentos objetivando encontrar uma relagcdo entre tais

caracteristicas e a influéncia delas sobre a liberacdo do Oxido nitrico pelos

nitrosilos complexos.

Céalculo do rendimento quantico para reacao de fotoliberacdo do

NO utilizando método espectofotomeétrico;

e Desenvolvimento de metodologia para quantificacdo de Oxido
nitrico liberado fotoquimicamente utilizando Voltametria de Onda
Quadrada;

e Anadlise qualitativa da fotorreacao por Eletrodo Seletivo de NO;

e Comportamento eletroquimico em meio aquoso.

e Ensaios de Citoxicidade.
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Imidazol

S

H->N

Tiouréia

NH-»

1- Metilimidazol

o Lo
O

Sulfito

Figura 5. Férmula estrutural dos complexos cis-[Ru(bpy).L(NO)]™ onde L= sulfito,

imidazol, metil-imidazol e tiouréia.
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3 CMateriais ¢ CMetodos

3.1. Reagentes e solventes
A Tabela 1 resume a procedéncia dos reagentes e solventes utilizados
para procedimentos experimentais.

Tabela 1. Procedéncia dos reagentes utilizados durante a sintese e a caracterizagao do

complexo.
Reagentes Procedéncia
1-metil-imidazol Aldrich
2,2’-bipiridina Aldrich
Acido trifluoroacético Merck
Cloreto de Litio Aldrich
Dimetilformamida (DMF) Synth
Etanol Synth
Eter dietilico Vetec
Hexamina de Ruténio (lll) Aldrich
Imidazol Aldrich
Metanol Merk
NH4PFg Aldrich
Sulfito de sodio Fluka
Tiouréia Carlo Erba
Tricloreto de ruténio hidratado Aldrich
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3.2. Sintese dos complexos de ruténio

3.2.1. Sintese do complexo cis-[Ru(bpy).Cl] * %

3,12 g (11,9 mmol) de RuCl3.3H20, 3,75 g (24 mmol) do ligante 2,2’-
bipiridina e 3,36 g (79 mmol) de LiCl foram misturados em 20 mL de
dimetilformamida (DMF). A mistura foi deixada sob refluxo e agitacédo
magnética por 8 horas. Apds este tempo, deixou-se o sistema reacional resfriar
a temperatura ambiente, sendo adicionado 100 mL de acetona gelada. Apds 12
horas de repouso na geladeira, o precipitado foi filtrado e lavado com 25 mL de
agua gelada e 100 mL de éter dietilico gelado. O sélido foi estocado sob vacuo

para secagem.

3.2.2. Sintese do complexo cis-[Ru(bpy).SOsNO](PFs) %

0,20 g (0,41 mmol) de cis-[Ru(bpy)2Cl2] e 0,62 g (0,49 mmol) de sulfito
de sodio foram dissolvidos em 20 mL de uma solugdo (1:1 etanol/agua),
deixando em refluxo por 1 hora. Em seguida adicionou-se 0,33 g (0,49 mmol)
de NaNO,, ficando sob agitacdo e em refluxo por 2 horas. Apos este tempo
evaporou-se o solvente até préximo a secura, ocorrendo a precipitacdo pela

adicao de acetona gelada. O sdlido foi filtrado e estocado sob vacuo.

0,15 g (0,27 mmol) de cis-[Ru(bpy).SO3NO;]" foram dissolvidos em 15
mL de metanol sob fluxo de argbnio e agitagdo. Em seguida adicionou-se 2 mL
de uma solugao aquosa de CF3COOH 70 %, deixando reagir por 1 hora. Apés
este tempo coletou-se o precipitado pela adicdo de uma solugédo aquosa

saturada com NH4PFg. O sdlido foi filtrado e estocado sob vacuo.
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3.2.3. Sintese do complexo cis-[Ru(bpy)2(L)NO](PFs);, onde L=
imidazol e 1-metilimidazol. >

0,20 g (0,41 mmol) de cis-[Ru(bpy).Cl;] e 0,33 g (0,49 mmol) de
imidazol foram dissolvidos em 20 mL de uma solugdo(1:1 etanol/agua),
deixando em refluxo por 1 hora. Em seguida adicionou-se 0,33 g (0,49 mmol)
de NaNO,, ficando sob agitacdo e em refluxo por 2 horas. Apods este tempo
evaporou-se o solvente até reduzido o volume a metade e coletou-se o
precipitado pela adicdo de uma solugdo saturada com NH4PFs. O sélido foi

filtrado e estocado sob vacuo.

0,15 g (0,22 mmol) de cis-[Ru(bpy)2lmN(NO,)](PFs) foram dissolvidos em
15 mL de metanol sob fluxo de argbnio e agitagdo. Em seguida adicionou-se 2
mL de uma solu¢do aquosa de CF3;COOH 70%, deixando reagir por 1 hora.
Apods este tempo coletou-se o precipitado pela adicdo de uma solucdo aquosa

saturada com NH4PFg. O sdlido foi filtrado e estocado sob vacuo.

3.2.4. Sintese do complexo cis-[Ru(bpy)2(TU)NO](PFe)s *

0,20 g (0,408 mmol) do complexo cis-[Ru(bpy).Cl;] e 0,34 g (0,450
mmol) do ligante Tiouréia foram dissolvidos em 20 ml de uma solugao (1:1
etanol/agua), deixando-a em refluxo por 3 horas. Apds este tempo evaporou-se
o solvente até reduzir o volume a metade e coletou-se o precipitado pela
adicao de uma solugao saturada com NH4PFg. O sdlido foi filtrado e estocado

sob vacuo.

0,10 g (0,125 mmol) do complexo cis-[Ru(bpy)2(TU)(H20)](PFe). foram
dissolvidos em 20 mL de acetona. Deixou-se a solucdo sob borbulhamento

continuo de NO (g), formado a partir da reagdo entre o acido sulfurico
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concentrado (H2SO4) e o nitrito de sédio (NaNO;) de acordo com as equagdes

6 e 7, por 3 horas. ®

H'(aq) + NO2'(aq) — HNOx(aq) (6)

HNO>(aq) + H"(aq) — NO"(aq) + H20(l) (7)

O gas gerado de acordo com a sequéncia de reagdes mostradas acima
€ conduzido através de dois frascos lavadores de gases, o primeiro contendo
uma solugado de hidréxido de sédio (NaOH) 3 mol L™, para neutralizagdo de
eventuais tragos acidos, e o segundo contendo agua destilada, antes de ser
borbulhado na solugao contendo o aquo-complexo.

Apos este tempo, evaporou-se o solvente para redugdo do volume da
solucdo, coletando-se o precipitado pela adicao de NH4PFs e etanol. O sélido

foi filtrado e estocado sob vacuo.
3.3. Técnicas experimentais utilizadas e tratamento de dados

3.3.1. Irradiacéo das solucdes

A irradiacdo das solugcbes contendo os complexos foi realizada para
determinar qualitativamente e quantitativamente a liberagcado de éxido nitrico da
esfera de coordenagdo, bem como para o calculo do rendimento quéantico de
formacdo da espécie apos a saida do NO. Para os experimentos de
quantificacdo, realizados no laboratério de Bioinorganica da Universidade
Federal do Ceara, foi utilizado o Reator Fotoquimico Unt 001 para irradiar as
solugdes (355nm) dos compostos e acompanhar a fotdlise por Voltametria de

Onda Quadrada.
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Em colaboragcdo com o Prof. Dr. Roberto Santana, no Laboratério de
Fisica e Quimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
os experimentos qualitativos utilizando o Eletrodo Seletivo de NO inNO-T
(Innovative Instruments), foram realizados utilizando laser de diodo Colibri
(Quantum Tech),nos comprimentos de 377 e 419nm, assim como também para
o calculo de rendimento quantico por Espectroscopia Eletrbnica na regidao do

UV-vis.

3.3.2. Determinacdo da quantidade de 6xido nitrico liberado
fotoguimicamente

O calculo da concentragdo liberada de Oxido Nitrico foi realizado
utiizando o sistema eletroquimico Epsilon da Bioanalytical System Inc.
Empregou-se para tanto uma cela convencional de trés eletrodos: platina,
carbono vitreo (1cm? de area) e prata/cloreto de prata( KCl saturado) como
eletrodos auxiliar, trabalho e referéncia respectivamente.

Otimizacdo dos Parametros

A técnica utilizada foi a Voltametria de Onda Quadrada®*®"® devido sua
alta sensibilidade e rapidez na obtengao do voltamograma. Uma rotina analitica
foi seguida para o desenvolvimento de um método capaz de quantificar a
liberacdo de Oxido nitrico sem a necessidade da utilizagdo de um eletrodo
seletivo.

Para tanto foram realizados primeiramente experimentos de otimizagao
dos parametros® da onda quadrada para que a sensibilidade da técnica fosse a

melhor possivel. Esses parametros sao: a frequéncia (10 - 90 Hz), a amplitude
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(10 - 70 mV) e o incremento (1 - 10 mV) da onda, mantendo-se durante o
ajuste dois dos trés parametros constantes enquanto apenas um era variado.

Para encontrar as melhores condi¢gdes de trabalho na voltametria de
onda quadrada foi necessario observar a relacio linear entre corrente e cada
um dos paradmetros individualmente, e selecionado o valor do parametro que
obtém maior corrente de pico maxima dentro da linearidade.

Curva Analitica™

Apods a otimizagao foi necessaria a construgao de curvas de calibragao
correspondentes a cada complexo e pH utilizado. Para a construgdo de cada
curva analitica os experimentos foram feitos em quintuplicada onde foram
preparadas solugbes padrbes e, em seguida, foram feitos os registros dos
voltamogramas. As concentra¢cdes foram relacionadas com os valores de
corrente de pico maximo obtendo-se uma relagao linear e a partir das retas foi
possivel obter uma curva analitica considerando os erros experimentais.

Para a construcdo da curva analitica utilizou-se os cinco valores de
corrente de pico maximo para cada ponto (ou seja, cada concentragédo) sendo
calculado a média e o desvio padrédo. Em seguida, foi proposta uma nova
relacdo entre a média de cada ponto e seu correspondente valor de
concentracdo, nao se esquecendo de levar em consideragao o desvio padrao.

A equacao encontrada leva em consideragao os desvios da idealidade e
foi representada utilizando os valores de desvio padrdo dos coeficientes

angular e linear para representar a margem de erro dos experimentos’.

Dissertacdo de Mestrado 25



CAeteriais ¢ CMélodos Candido, M.C.L.

Concentracdo Liberada de Oxido Nitrico

Com a equacao que relaciona corrente maxima de pico e concentracao
do complexo é possivel calcular a quantidade de 6xido nitrico liberada fazendo
sucessivas medidas de voltametria de onda quadrada a partir da irradiacéo de
uma solucéo do complexo.

Uma solucdo do complexo, contendo o o6xido nitrico na esfera de
coordenacao, é irradiada e a quantidade de NO liberada € monitorada com
sucessivas medidas através da voltametria de onda quadrada (de forma
indireta). O processo analisado nos voltamogramas € aquele referente ao par
redox NO*° coordenado. Apds a obtencéo dos voltamogramas, s&o utilizados
os valores de corrente maxima de pico para se determinar, com o auxilio da
curva de calibracdo, os valores de concentragdo do complexo com o NO
coordenado. Como a relacdo estequiométrica entre o NO liberado e o
complexo é de 1:1, entdo pela diferenca entre os valores de concentracao

antes e apos a irradiacdo determina-se a quantidade de 6xido nitrico liberada.

3.3.3. Rendimento Quantico

As medidas espectroscopicas para o calculo de rendimento quantico
foram realizadas em um Espectrofotdmetro de UV-visivel-NIR Hitachi modelo
U-3501. As amostras foram analisadas em solugéo, utilizando célula de quartzo
retangular de caminho o6ptico de 1 cm. As amostras foram irradiadas até a

estabilizacao dos valores de absorbancia.
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Medida da Intensidade de Luz Incidente (lo)”

No calculo de rendimento quéantico € necessario calcular a intensidade
de luz que ira irradiar a amostra e, portanto foi realizada uma actinometria com
ferrioxalato de potassio”.

Em um a sala escura pipetou-se 3 mL da solucdo de ferrioxalato de
potassio 0,0016 mol L' em uma cela de quartzo de 1cm de caminho dptico. A
solucao da cela foi fotolizada por 3 minutos com luz de comprimento de onda
350 nm. Transferiu-se 2mL de solucéao fotolizada para um baldo volumétrico de
10 mL, adicionando a este 3mL de solugdo de (acetato de sddio + acido
sulfurico) e 1 mL de 1,10-fenantrolina, sendo o volume completado com agua
Milli-Q. A solucdo permaneceu em repouso, na auséncia da luz, por uma hora
para total complexagao dos ions ferro (ll) pela orto-fenantrolina. Preparou-se
um branco sob as mesmas condi¢des, exceto quanto a exposicéo a luz. Apés o
periodo de 1 hora fez-se a leitura da absorbancia da solucéo fotolizada e do
branco em 510 nm (onde absorve o complexo Fe'-orto-fenantrolina)™.

O ferrioxalato de potassio é utilizado na faixa de comprimento de onda
de 254-500 nm. Quando a solugdo de KsFe(C,04); é fotolisada, os ions Fe**
sdo reduzidos a Fe®' segundo as reagdes representadas pelas equacdes 8 a

10.

(" )

[Fe* (C204)s]> — [Fe?*(C204)2]* + C204 (8)

[Fe¥(C204)s]> + C.04 — [Fe*(C204)s* + (C.04)% (9)

k[Fe3+(CZO4)3]2' — [Fe**(C,04)]* + 2CO, (10) )
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O produto Fe(C,0,), ndo absorve luz incidente. Os ions Fe®* sdo
determinados espectrofotometricamente como um complexo formado com a
orto-fenantrolina. O rendimento quantico de formacdo dos ions Fe?* (¢ re*') &
tabelado de acordo com o comprimento de onda de irradiagdo usado. A
formagao do complexo foi acompanhada em A=510 nm e a intensidade de luz

incidente foi calculada como representado no nas equacdes 11 e 12:

4 N

| = anezt | e _ 6023x107VV; log(1, /1)
#t(1-10"") ° V,le

(11) (12)

G J

O numero de ions Fe?*, (n, Fe?*), formado durante a fotdlise pode ser
calculado pela equagéo (b) ™.

Onde:

lo= intensidade da luz incidente;

¢»= rendimento quantico do actindmetro irradiado (Tabela 2);

t= tempo de irradiagao (segundos);

1-10*°'= fragdo da luz incidente absorvida pela amostra (Tabela 2);
¢= absortividade molar do complexo de Fe®*-1,10-fenantrolina, determinado
experimentalmente pela inclinagao da curva de calibracéo;

c= concentragao da amostra (mol/L).;

|= caminho éptico da cela espectrofotométrica (cm™);

V1= volume da solugao do actindbmetro irradiado;

V,= volume da aliquota tomada para diluigdo (mL);

V3= volume final ao qual a aliquota V; é diluida (mL);

Log(lp /1) = absorbancia da solugdo em 510 nm.
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Tabela 2. Valores de rendimentos quanticos e de fracdo de luz absorvida para o

actinbmetro ferrioxalato de potéssio72.

Airr.(NM) 1-10° b
254 1,000 1,25
297 1,000 1,24
302 1,000 1,24
313 1,000 1,24
334 1,000 1,23
366 1,000 1,21

"Valores para solucédo de [K3Fe(C204)3] 0,15 mol Lt

Calculo do Rendimento Quantico (dno) da fotdlise

O rendimento quantico representa a eficiéncia de uma reacgao
fotoquimica e experimentalmente €& definido pela expressdo simplificada

abaixo:

Onde:
A= numero de (moléculas) que sofre determinado processo;

B=numero de einstein (fétons) de radiagdo absorvidos.

Os complexos cis-[Ru(bpy)zL(NO)]™ sendo L= imidazol, metil-imidazol,
tiouréia e sulfito quando irradiados, em meio tamponado, sofrem fotoredugcao
liberando 6xido nitrico e formando uma espécie livre de 6xido nitrico da esfera

de coordenagao como representado:
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cis-[Ru(bpy).L(NO)]"" (aq) + X _hv cis-[Ru(bpy)L(X)]"" (aq) + NO°aq)

Onde:

X pode ser uma molécula de solvente.

Considerando que o numero de mols do complexo que sofreu
fotoreducdo é equivalente ao nimero de mols de ions do cis-[Ru(bpy)2L(X)]"*
formado e do NO liberado, pode-se calcular o rendimento quéntico de NO para

cada intervalo de tempo usando a equacgao representada na equacgéo 13 ":

_ AAY

P At g (3

Onde:

AA= variagdo da absorbancia no A de andlise no intervalo de tempo
medido;

V=volume da cela (em litros);

I=caminho o6ptico da cela em cm;

Ae=¢(da espécie fotolisada) - g(da espécie antes da fotdlise) no A de
analise;

lp=intensidade de luz incidente (einstein/seg.);

t= tempo de fotdlise (segundos);

f= fracdo da luz absorvida pela amostra entre t=0 e t=n que é calculada

em fungdo da média das absorbancias no Arr.: f=1-antilog-[(Ao+An)/2]".
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3.3.4. Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos com
Espectrofotdbmetro FTIR Nicolet modelo Protege 460. As amostras foram feitas

no estado solido utilizando pastilha de brometo de potassio (KBr).

3.3.5. Voltametria Ciclica e Pulso Diferencial
Medidas de voltametria ciclica e de pulso diferencial foram realizadas

utilizando um potenciostato/galvanostato AUTOLAB®, modelo PGSTAT 30.

Os voltamogramas ciclicos e de pulso diferencial foram obtidos em agua,
a temperatura ambiente (T » 30 °C). Utilizou-se como eletrélito de suporte KCI
0,1 mol L. Os eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia foram carbono vitreo,
platina e Ag/AgCI (KCI saturado) respectivamente. Para corrigir os potenciais,
utilizou-se [Ru(NHs)s]** como padréo interno™.

Para um processo reversivel, os potenciais e as correntes de picos
anddico e catodico (Epa, Epc, Ipa, Ipc), o potencial de meia onda de um
processo redox (E'2 ) e o potencial e a corrente de inversao de varredura (Esp,

Isp) foram obtidos conforme a Figura 6.
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Corrente (A)

Potencial (V)

Figura 6. llustragdo dos parametros de um voltamograma ciclico completo.

Quando o sistema n&o exibiu linha de base catddica definida na redugéo
(ou anddica na oxidagdo), utilizou-se o método empirico de que determina a

raz&o Ipa/lpc como ilustrado na equagao 14 ™.

4 N
| | |
pa _ pa(0) + 0,485 W sp(0) + 0,086 (14)
e b be

g J
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¥ (Resultados ¢ Discussio

4.1. Efeito dos ligantes auxiliares Imidazol, 1-metilimidazol, sulfito e
tiouréia

Para os complexos do tipo cis-[Ru(bpy).L(NO)]™" , onde L = imidazol, 1-
metilimidazol, sulfito e tiouréia, a variacdo da frequéncia de estiramento do NO

depende da influéncia destes ligantes auxiliares na interacéo entre o ruténio e o

6xido nitrico.

Sabe-se que para 0s complexos estudados o Oxido nitrico esta
coordenado na forma NO® e, portanto, possui orbitais n* (Figura 7)
completamente vazios e de simetria e energia apropriados para receber

densidade eletrbnica através de retrodoagédo de elétrons 4dn do metal (back-

bonding).*

. o
- = g EY
2..5' %‘ »
= ol 25
b -
"l 01
Orhitais arimicos do N Ohhiigis atdmicos do O

NO T

Figura 7. Diagrama de orbital molecular do No* !
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Na forma NO™, o Oxido nitrico coordena-se de maneira linear sendo, na
verdade, um hibrido das estruturas mostradas na Figura 8, e a ligacédo = entre o
metal e o NO enfraquece a ligacdo entre os atomos de oxigénio e nitrogénio,
refletindo-se nas frequéncias de estiramento apresentadas mais adiante na

Tabela 3.

G )

Linear M
\_ —/

Figura 8. Representacdo da ligacéo linear entre o metal e a molécula de 6xido nitrico.*®

Para os complexos do tipo cis-[Ru(bpy).L(NO)]™" os orbitais envolvidos
na ligacdo entre o centro metdlico, ligante auxiliar e o 6xido nitrico podem ser
representados esquematicamente como na Figura 9. Considerando o eixo de
coordenadas cartesianas, o ligante nitrosil sofreria influéncia do ligante L pelos
orbitais de carater r localizados preferencialmente no ion metalico Ru(ll), ou

seja dyy e dx,, haja visto estar este ligante a 90° do NO™.
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Figura 9. Representacdo esquematica dos orbitais envolvidos nas interagdes entre o

™ . . L. Y. 44
centro metdlico, o ligante auxiliar e o 6xido nitrico.

Esta influéncia é claramente refletida quando se analisa a energia
vibracional vyo dos complexos discutidos neste trabalho (Figura 10). Para os
complexos em questdo, essa diminuicdo da ordem de ligacdo pode ser
observada pelo deslocamento do estiramento NO para regides de menor

energia, ocasionado pelo enfraquecimento da ligacdo N-O (Tabela 3).
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Transmitania %

T
2000 1800

Numero de onda (cm™)

Figura 10. Espectros Vibracionais na Regido do Infravermelho para os complexos cis-
[Ru(bpy),L(NO)]"" onde L= ( — ) Imidazol, ( — ) 1-metilimidazol, ( — ) Sulfito e ( — )

Tiouréia.

Tabela 3. Influéncia dos ligantes auxiliares no enfraquecimento da ligacdo N-O. "®"

Complexos VNO E. (V vs NHE)
cis-[Ru(bpy).(L)(NO)]™, onde L:
1-metilimidazol 1944 0,08
Imidazol 1941 0,12
Tiouréia 1931 -0,13

Sulfito 1914 -0,18
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A partir dos dados tabelados e sabendo que a caracteristica do ligante
auxiliar esta diretamente relacionada a for¢a de interacéo entre o metal e o NO,
observa-se o enfraquecimento da ligacdo entre o atomo de oxigénio e
nitrogénio (de cima para baixo na tabela). Além disso, pode ser feita uma
correlacdo entre a frequiéncia de estiramento (vno) € 0 parametro de Lever (E.),
o0 composto contendo o ligante com maior E. é aquele que apresenta a vno €m
maior energia, ou seja, o centro metalico com menor densidade eletronica torna
o NO mais deficiente de elétrons e, consequentemente, torna-o com maior

carater de NO™.

Para os complexos cis-[Ru(bpy).L(NO)]™ onde L= tiouréia e sulfito,
ambos o doadores, o que possui freqiéncia de estiramento menor é o
complexo que possui o ligante sulfito, haja vista que o mesmo possui trés
atomos de oxigénio diretamente ligados ao atomo de enxofre que se coordena
ao centro metalico, fato que ocasiona uma transferéncia maior de densidade
eletrbnica para o metal. Consequentemente, o atomo de ruténio possuindo
mais densidade eletrbnica faz uma backbonding mais efetiva com o Oxido

nitrico, enfraquecendo a ligacado N-O.

Para os complexos cis-[Ru(bpy).L(NO)]"" onde L= imidazol, 1-
metilimidazol, além da interacdo o, 0s mesmos recebem densidade eletrbnica
através da retrodoacédo. Tal fato faz com que a retrodoacdo para o NO seja
menos efetiva 0 que ocasionard um aumento da ordem de ligacdo da molécula
de Oxido nitrico e, entdo, fortalecimento da ligacdo entre os atomos de

nitrogénio e oxigénio. A pequena diferenca observada entre as vNO para 0s
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dois complexos deve-se a caracteristica de grupo doador da metila ligada ao

imidazol.
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4.2 Espectroscopia na Regido do UV-visivel

4.2.1 Estudo de Estabilidade dos Compostos

Complexos nitrosilos de ruténio, do tipo [Ru"Ls(NO*)]™, sdo passiveis de
sofrerem ataque nucleofilico, face o carater eletrofilico do ligante nitrosil.
Geralmente, e dependente do pH, a formagado do complexo [RuL\L;(NOz)](n'”+ é
observada dependente do carater retro-doador do ion metéalico Ru(ll), em um

complexo especifico, para o ligante nitrosil como representado abaixo.**®

[cis- [Ru(bpy)2(L)-NO]™ + 20H" === cis- [Ru(bpy)2(L)-NO,]"* + H,O ]

Esta reagao ocorre em pH especifico para cada composto, pois depende
da vulnerabilidade do ligante NO® ao ataque do OH. Uma proposigéo
mecanistica do ataque nucleofilico sofrido pelo éxido nitrico coordenado pode

ser representado na Figura 11.

Figura 11. Mecanismo simplificado do ataque nuclecfilico ao 6xido nitrico.**
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A estabilidade, em meio aquoso, observada para os complexos
cis-[Ru(bpy).LNO]™ (L = sulfito, imidazol, 1-metilimidazol e tiouréia ) esta
diretamente relacionada ao efeito do ligante “L” na esfera de coordenagao do
ion metalico. A alteragao na densidade eletrénica do ion metalico concorre com
a forga de retro-doacgao do Ru(ll) para o ligante nitrosilo.

A literatura reporta 22, 62, 63

os valores de pH e constantes de equilibrio
para a reagao da interconversao nitrosil-nitrito para os compostos estudados,
como apresentados na Tabela 4, a partir destes valores foram escolhidas

solucdes tampao para o estudo de estabilidade e, posteriormente, estabelecer

as condi¢oes ideais para a realizacdo dos experimentos em solugao.

Tabela 4. Constante e pH de equilibrio da interconversao nitrosil-nitro.

Complexos cis-[Ru(bpy).L(NO)]", pH keq
sendo L:
Imidazol 5,54 1,42,10'
Tiouréia 6,45 1,26,10"
Sulfito 10,35 1,74,107

Os valores para o complexo contendo metil-imidazol como ligante auxiliar ndo foram encontrados, porém
devido a semelhanga com o composto imidazol, foram feitos testes de estabilidade nas mesmas

condigbes, e os resultados foram semelhantes para ambos.

Os valores tabelados corroboram com a teoria envolvida para constantes
de equilibrio e seus valores de pH correspondentes 2% %2 €3,
Observa-se que quanto menor o valor da constante de equilibrio, maior é

o valor de pH que remete a interconversdo nitrosil-nitro como pode ser

observado no Esquema 3.
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cis-[Ru(bpy)2L(NO)]™ aq) + 20H" > cis-[Ru(bpy)2L(NO2)]™ *(aq) + H20
K= [CiS-[Ru(bpy)gL(NOQ)]m+] / [cis-[Ru(bpy)zL(NO)]”+] X [OH']2
Para [cis-[Ru(bpy)2L(NO2)]™"] = [cis-[Ru(bpy)2L(NO)™]

K=1/[OHT?
\ J

Esquema 3. Calculo da constante de equililibrio da interconversao nitrosil-nitro.

De acordo com 0s dados tabelados o] composto
cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]" sofre ataque nucleofilico em pH mais elevado (10,35).
Isto porque o ligante sulfito na esfera de coordenagao proporciona ao centro
metalico mais densidade eletrbnica do que os demais compostos, assim ¢
possivel uma backbonding mais forte entre o ruténio e o oxido nitrico,
diminuindo o carater NO* do ligante.

Com a diminuicado da capacidade de doacao da densidade eletrénica no
composto cis-[Ru(bpy)2(TU)(NO)]** o pH diminui para 6,45. Enquanto que para
os compostos contendo os ligantes auxiliares imidazol e 1-metilimidazol a
influéncia exercida € o carater n-receptor dos ligantes que aumentam o carater
NO" do ligante nitrosil o que diminui ainda mais os valores de pH para os dois
complexos.

Portanto, a interagcdo da nuvem de densidade eletrénica do fragmento
NO é determinante no equilibrio de interconverséao nitrosil-nitro.

Com base nos valores de pH da Tabela 4 foram preparadas solugdes
tampao de pH= 2,03 e 4,16 para o estudos de estabilidade dos compostos
contendo os ligantes auxiliares imidazol e 1-metilimidazol, pH= 2,03 e 4,16 para

o composto contendo o ligante tiouréia e, finalmente, pH= 6,19 e 7,4 para os
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compostos contendo sulfito na esfera de coordenacdo. As solugbes foram
mantidas sob protecdo de luz e em temperatura ambiente durante as medidas,
o monitoramento foi feito durante 150 minutos.

O ion complexo cis-[Ru(bpy)2(imN)(NO)]** mostrou-se estavel em pH
2,03 (Figura 12-A), ja que durante o tempo de analise ndo houveram mudancgas
aparentes nos espectros de UV-visivel. Fato oposto foi observado na solucéo
de pH 4,16 representada na Figura 12-B, neste caso a menor capacidade
n receptora do ligante NO,, em relagdo o ligante NO®, é representada pela
banda em 431 nm devido a interconversdo da espécie cis-

[Ru(bpy)2(imN)(NO)]** na espécie cis-[Ru(bpy)2(imN)(NO2)]".

1,6 1,0
Imidazol pH= 2,03 Imidazol pH= 4,19
|
08+
A 1 ‘ B
806
"1\
<«
_e 4
o
Bo4
204+
0,4+
02+
0,24
00- e 0.0+ e
200 ' 400 ' 600 ' 800 200 400 600 800
Comprimento de Onda (A - nm) Comprimento de Onda (A - nm)

Figura 12. Estudo da estabilidade do ion complexo cis-[Ru(bpy)z(imN)(NO)]3+ em
solugao tampéo (0,1 mol L'1) pH= 2,03 e 4,16, através do monitoramento dos espectros de UV-

visivel ( — ) 0 minutos, ( — ) 30 minutos, ( — ) 90 minutos, ( — ) 120 minutos, ( )
150minutos.
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Essa mudanca ocasiona uma desestabilizacdo na esfera de
coordenagao provocando o deslocamento da banda de transferéncia de carga
metal-ligante TCML (r*(bpy)— dn(Ru")) para maiores comprimentos de onda
como € possivel observar na Figura 12-B.

O mesmo se repete para o composto cis-[Ru(bpy)z(metimN)(NO)]** na
esfera de coordenagdo. Em pH 2,03 (Figura 13-A) ndo ha mudanga aparente
nos espectros ao longo do tempo, enquanto que em pH= 4,16 (Figura 13-B) a
interconversdo nitrosil-nitro é evidenciada pela diminuigdo da energia
necessaria para que a transicdo (n'(bpy) «— drn(Ru")) ocorra, deslocando

igualmente a banda para maiores comprimentos de onda.

2,0
2,0
’ﬁ 1-metilimidazol pH=2,03 1-metilimidazol pH= 4,16
1,54 | 151
' A
®
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< <P |
o &1,04
g 1,0 _(.5 |
(@]

< £

0,5 0.5+

0,0 —— — 0,04
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Figura 13. Estudo da estabilidade do ion complexo cis-[Ru(bpy)g(metimN)(NO)]3+ em
solugao tampéo (0,1 mol L'1) pH= 2,03 e 4,16, através do monitoramento dos espectros de UV-

visivel ( — ) 0 minutos, ( — ) 30 minutos, ( — ) 90 minutos, ( — ) 120 minutos, ( )
150minutos.
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O complexo contendo o ligante tiouréia manteve-se estavel nos dois
pH’s estudados, como pode ser observado no monitoramento de seus
espectros de UV-visivel (Figuras 14 A e B), sendo que foi escolhido para o
trabalho o pH mais elevado (4,16). Da mesma forma o complexo cis-
[Ru(bpy)2(SO3)(NO)J** apresentou estabilidade (Figuras 15 A e B) em pH 6,19
e 7,4, porém o pH escolhido para os posteriores estudos foi o de 7,4 por se

tratar do pH fisioldgico.

30 TiowrdapH203 |  30- TiourdapH=4,16
251 25
A B
'gzo- <20
& S
5 s
2 151 o1,
<< 3
101 <104
05+ 05
00- ' | ' | : %01 ' l ' l '
20 40 60 g0 A0 40 60 80
Gompinentode Qnda(A—nm) Grpimertode Q-

Figura 14. Estudo da estabilidade do ion complexo <:is—[Ru(bpy)2(TU)(NO)]3+ em
solugao tampéo (0,1 mol L'1) pH= 2,03 e 4,16, através do monitoramento dos espectros de UV-

visivel (—) 0 minutos, ( — ) 30 minutos, ( — ) 90 minutos, ( — ) 150 minutos.
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Figura 15. Estudo da estabilidade do ion complexo cis-[Ru(bpy).(SO3)(NO)]* em
solugao tampao (0,1 mol L‘1) pH= 6,19 e 7,4, através do monitoramento dos espectros de UV-

visivel ( =) 0 minutos, ( — ) 30 minutos, ( — ) 90 minutos, ( — ) 120 minutos, ( )

150minutos.
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4.2.2 Acompanhamento da Liberac&o Fotoquimica de Oxido Nitrico

Para os complexos estudados, uma vez que a molécula de 6xido nitrico
esta coordenada ao metal, esta apenas saira da esfera de coordenacio se
sofrer algum tipo de redugao que torne a ligagao instavel.

Estudos apontam complexos similares onde a liberacdo de NO, em meio
bioldgico, é precedida por uma redugdo bioldgica ou fotoquimica.'® 3% 84 A
literatura reporta que complexos cis-[Ru(bpy).L(NO)]"* sendo L= imidazol e
sulfito tiveram seu mecanismo de liberagdo de oOxido nitrico estudado®
utilizando os aminoacidos cisteina, glutationa, metionina e histidina como
redutores bioldgicos. Para o composto contendo a tiouréia como ligante auxiliar
também foi feito um estudo preliminar de reatividade com o aminoacido cisteina
63.

Contudo a reatividade fotoquimica destes compostos nao foi estudada.
No intuito de compreender a reacao de fotoliberacdo de éxido nitrico, solugcdes
dos complexos cis-[Ru(bpy).L(NO)]"" sendo L= imidazol, 1-metilimidazol,
tiouréia e sulfito foram irradiadas, durante determinado tempo, e o
acompanhamento das consequéncias desta irradiacdo foi através da
espectroscopia de UV-visivel.

O comprimento de onda utilizado na irradiagdo dos compostos dependeu
da energia necessaria para que a redugao ocorresse.

Os nitrosilo-complexos utilizados ndo apresentaram variagdo espectral
em A superior a 377nm. Para os complexos cis-[Ru(bpy).L(NO)]"" sendo L=
imidazol e metil-imidazol, os estudos foram realizados em pH= 2,03, onde os

complexos na forma Ru"-NO* sdo estaveis e em pH= 7,4, onde a forma Ru'-
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8 que a liberagao é

NO; é predominante, haja visto a literatura reportar
possivel nas duas formas. Para o complexo contendo a tiouréia, como ligante
auxiliar, os estudos foram realizados em pH = 4,16 e 7,4 pelos mesmos
motivos. Ja para o complexo contendo o ligante sulfito, o estudo foi realizado
apenas em pH 7,4, pois neste pH a forma NO™ & estavel. E valido ressaltar que
nos estudos realizados com os complexos contendo o ligante nitrito observou-
se variagao espectral quando as solugdes foram irradiadas em A= 447 nm,
efeito decorrente da interacdo mais fraca entre o referido ligante e o centro
metalico.

Embora o mecanismo fotoquimico caregca ainda de outros estudos
complementares, o trabalho realizado nos leva a crer em similaridade de
caminho foto-reacional.

Estudos com compostos similares '% 3% 87

indicam que o processo ocorre
devido a transferéncia de energia do centro metalico para o ligante nitrosil,
gerando a espécie (B) representada na Figura 16, oxidando o ruténio e
reduzindo o NO* a NO°. Em seguida ocorreria a labilizagdo da molécula de NO°
e posterior substituicdo por uma molécula de solvente (no caso dos

experimentos aqui realizados seria uma molécula de agua) ja que a ligacao

Ru"-NQ° n3o seria suficientemente forte.
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Figura 16. Sugestao do percurso para a liberagéo fotoquimica do 6xido nitrico.

Entretanto a espécie Ru"-H,O nem sempre é observada como produto

19, 38 4

da fotdlise. Em alguns casos & comum a deteccdo da espécie Ru'-H,0,

onde o retorno a espécie Ru" parece proceder de uma reducédo espontanea da

espécie transiente Ru™, como representado no Esquema 4.
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hv
{Ru"-H,0}° + 16 — {Ru'"-(H,0)}°

Esquema 4. Redugéo espontanea, apos a fotdlise, da espécie Ru™ para Ru".

A Figura 17 mostra o0s espectros para o0s compostos
cis-[Ru(bpy)2(imN)(X)]™*, onde X = NO* e NOy, antes e ap6s 30 minutos de
irradiacdo em Ay = 377 e 447 nm, respectivamente. E possivel observar que
em ambos o0s casos ha o surgimento de uma banda em 488 nm apds 30
minutos de irradiagdo da solucdo, indicando a formacdo de uma espécie
diferente da inicial em solugao, tal espécie seria resultante do processo de
fotolise.

Considerando as atribuigdes feitas em outros trabalhos, ' 3 foi
realizado o registro do espectro (Figura 17) do complexo cis-
[Ru"(bpy)2(imN)(H.0)]** obtido pela redugdo quimica do complexo cis-

[Ru"(bpy)2(imN)(NO)J** com pastilhas de amalgama de Zinco.
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Figura 17. Espectros dos ions complexos ( — ) cis-[Ru(bpy).(imN)(NO)[** antes da
irradiagdo, ( — ) cis—[Ru(bpy)z(imN)(NO)]3+ apos 30 minutos de irradiagdo, ( — ) cis-
[Ru(bpy)2(imN)(H,0)J** obtido do imN-NO reduzido com Zn, ( — ) cis-[Ru(bpy),(imN)(NO),J**
antes da irradiagao, ( — ) cis—[Ru(bpy)z(imN)(NO)z]2+ apos 30 minutos de irradiagao.

Ao comparar-se 0s espectros dos compostos (—) cis-
[Ru"(bpy)2(imN)(NO)** e ( — ) cis-[Ru"(bpy)2(imN)(NO2)]" apés 30 minutos de
fotolise com o espectro do complexo ( — ) cis-[Ru"(bpy)2(imN)(H0)]** supde-
se que a irradiacéo ocasiona a liberacao de 6xido nitrico e formacao da espécie
Ru"-H,0 em ambos os casos.

O mesmo procedimento foi realizado para os complexos contendo os
ligantes 1-metilimidazol e tiouréia. A Figura 18 apresenta o registro espectral
dos compostos cis-[Ru"(bpy)2(metimN)(NO)** e cis-[Ru'(bpy)z(metimN)(NO2)]*

antes e apds 30 minutos de iradiacdo, além do espectro da espécie cis-
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[Ru"(bpy)2(metimN)(H20)]** obtida de forma analoga ao complexo contendo o
ligante imidazol. E possivel observar que também ha mudanca do espectro
apos a irradiacdo, e a espécie formada apds a irradiacdo assemelha-se

novamente ao aquo-complexo.

1 1-metilimidazol

N
|
—

Absorbancia

L) l l L)
200 400 600 800
Comprimento de Onda (nm)

Figura 18. Espectros dos ions complexos ( — ) cis-[Ru(bpy)g(MetimN)(NO)]3+ antes da
irradiagdo, ( — ) cis-[Ru(bpy)z(MetimN)(NO)]3+ apos 30 minutos de irradiagdo, ( — ) cis-
[Ru(bpy)z(MetimN)(Hgo)]2+ obtido do MetimN-NO reduzido com Zn, ( — ) cis-
[Ru(bpy)z(MetimN)(NO)2]2+ antes da irradiagao, ( ) cis-[Ru(bpy)z(MetimN)(NO)z]2+ apo6s 30
minutos de irradiagao.

Entretanto, o composto contendo o ligante tiouréia (Figura 19) na esfera

de coordenagdo possui comportamento distinto, ja que apdés 30 minutos de
irradiagédo os espectros das espécies ( — ), ( ) ndo se assemelham ao

espectro do aquo-complexo ( — ) cis-[Ru'(bpy)2(TU)(H20)]**, fato que
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3

corrobora com estudos anteriores %3, neste caso a liberacdo de o6xido nitrico

gera a formagao de uma espécie dimérica.

Tiouréia

Absorbancia
N
1

: T : - :
200 400 600 800
Comprimento de Onda (nm)

Figura 19. Espectros dos ions complexos ( — ) cis-[Ru(bpy),(TU)(NO)]** antes da
irradiacdo, ( — ) cis—[Ru(bpy)z(TU)(NO)]3+ ap6s 30 minutos de irradiagdo, ( — ) cis-
[Ru(bpy)»(TU)(H,0)]** obtido do TU-NO reduzido com Zn, ( — ) cis-[Ru(bpy)o(TU)(NO),J** antes
da irradiagéo, (— ) cis-[Ru(bpy)(TU)(NO),J** apés 30 minutos de irradiagao.

Ja para o complexo cis-[Ru"(bpy)2(SO3)(NO)]* o acompanhamento da
variacédo espectral foi realizado em pH= 7,4 onde a espécie NO*, portanto ndo
houve necessidade do monitoramento da espécie cis-[Ru"(bpy)2(SO3)(NO2)],
pois esta espécie seria estavel em pH basico.

A Figura 20 indica que o espectro da espécie apdés 30 minutos de
irradiacdo € muito semelhante ao da espécie cis-[Ru"(bpy)2(SO3)(H20)] assim

como apresentado para os compostos contendo os ligantes imidazol e 1-

metilimidazol.
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Figura 20. Espectros dos ions complexos Espectros dos ions complexos ( — ) cis-
[Ru(bpy)»(SO3)(NO)]” antes da irradiagéo, ( ) cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]" apdés 30 minutos de
irradiagao, ( — ) cis-[Ru(bpy).(SO3)(H20)] obtido do SO3-NO reduzido com Zn

4.2.3. Rendimento Quantico

O estimulo luminoso as quais as solugdes foram submetidas fora
suficiente para promover a liberagao de 6xido nitrico, e apds a confirmacgao da
espécie formada como produto da fotdlise foi possivel calcular o rendimento
quantico de formagdo do aquo-complexo utilizando o método
espectrofotométrico.

As Figuras 21 — 25 apresentam o acompanhamento da irradiacdo dos

ions complexos contendo os fragmentos imN-NO, metimN-NO, SO3-NO, imN-

NO; e metimN-NO, respectivamente.
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Figura 21. Variagdo no espectro de absorcdo do ion complexo cis-
[Ru(bpy),(imN)(NO)** (6x10-5 mol L") em tampao pH= 2,03 no periodo de (— )0, (— ) 5
minutos, ( — ) 10 minutos, ( — ) 15 minutos, ( ) 20 minutos, ( — ) 25 minutos, ( ) 30
minutos (A=377nm).
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Figura 22. Variagdo no espectro de absorcdo do ion complexo cis-
[Ru(bpy)z(metimN)(NO)]** (6x10-5 mol L") em tampao pH= 2,03 no periodo de (— )0, (— )5
minutos, ( — ) 10 minutos, ( — ) 15 minutos, ( ) 20 minutos, ( — ) 25 minutos, ( ) 30

minutos (A=377nm).
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Figura 23. Variagdo no espectro de absor¢gdo do ion complexo cis-
[Ru(bpy)»(SO3)(NO)]* (6x10-5 mol L‘1) em tampao pH= 7,40 no periodode (— )0, (— )5
minutos, ( — ) 10 minutos, ( — ) 15 minutos, ( — ) 20 minutos, ( — ) 25 minutos (A=377nm).
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Figura 24. Variagdo no espectro de absorcdo do ion complexo cis-
[Ru(bpy),(imN)(NO,)]* (6x10-5 mol L") em tampao pH= 7,40 no periodo de (— )0, (— ) 5
minutos, ( — ) 10 minutos, ( — ) 15 minutos, ( ) 20 minutos, ( — ) 25 minutos, ( ) 30
m'gl,%tos (A=447nm).

| 1-metilimidazol-NO
2,0 -
®
S 1.5 1
o
«©
2 i
o
0
£ 1.0 1
0,5 —
0,0 —
: : : : :
200 400 600 800

Comprimento de Onda (nm)
Figura 25. Variagdo no espectro de absor¢gdo do ion complexo cis-

[Ru(bpy).(metimN)(NO,)]™ (6x10-5 mol L'1) em tampao pH= 7,40 (— ) 0, (— ) 2 minutos, (
) 4 minutos, ( — ) 6 minutos, ( ) 8 minutos, ( — ) 10 minutos, ( ) 12 minutos, ( — ) 14
minutos (A=447nm).

Como previsto, do acompanhamento das espécies contendo os
fragmentos TU-NO e TU-NO, (Figura 26 e 27 respectivamente) nao foi possivel

calcular o rendimento quantico da espécie apos a irradiagdo, ja que as

tentativas de isolamento do dimero formado mostraram-se sem sucesso.
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Figura 26. Variagdo no espectro de absor¢gdo do ion complexo cis-

[Ru(bpy)z(TU)(NO)]3+ (6x10-5 mol L'1) em tampao pH= 4,16 no periodode (— )0, (— ) 5
minutos, ( — ) 10 minutos, ( — ) 15 minutos, ( ) 20 minutos, ( — ) 25 minutos, ( ) 30
minutos (A=377nm).
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Figura 27. Variagdo no espectro de absor¢gdo do ion complexo cis-
[Ru(bpy)(TU)(NO,)]* (6x10-5 mol L‘1) em tampao pH= 7,40 no periodode (— )0, (— ) 5
minutos, ( — ) 10 minutos, ( — ) 15 minutos, ( ) 20 minutos, ( — ) 25 minutos, ( ) 30
minutos (A=447nm).

Dissertacdo de Mestrado 57



Espectroscopia na Regido do Lliravioletrvisvel candido, M.C.L.

Dos espectros apresentados é valido ressaltar que a formagao do aquo-
complexo é mais rapida para os compostos contendo os fragmentos imN-NO; e
metimN-NO,.

Com os dados obtidos do monitoramento espectral foi possivel tragar
uma relagao entre o rendimento quantico por tempo de fotdlise (Figura 28) e
assim chegar a um valor que representasse o rendimento quantico apdés todo o

tempo de fotdlise como apresentado na Tabela 5.

3,0 4
] ¢ Ru'-H,0
2,8 imN-NO
2,6 -
§ AA-V
2,4 - ¢ =
. lo-1-As-t- f
2,2 4
2,0 4
= 1 Parameter Value Error
1,8
1A 0,00315 1,0109E-4
168 -1,05819E-6  8,65252E-8
1,44 R SD N P
1,2 - -0,98689 1,08588E-4 6 2,56658E-4
1,0 T — T T L ' 1 1 — 1 LI
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Tempo (s)

Figura 28. Rendimento Quéntico de formagdo do ion complexo cis-

[Ru(bpy)z(imN)(Hzo)]2+ em funcao do tempo de fotdlise.
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Tabela 5. Rendimento quantico de formagéo do aquo-complexo para os compostos Complexos
cis-[Ru(bpy)oL(X)™".

Complexos Rendimento Quéantico Aimadiagao Aacompanhamento
cis-[Ru(bpy).L(X)]"*, sendo (¢) formagéo do
LeX: Ru'-H,0

Sulfito-NO 0,00182 377 488
Imidazol-NO 0,00315 377 488
Imidazol-NO, 0,00252 447 487
Metil-Imidazol-NO 0,00689 377 488
Metil-lmidazol-NO, 0,00336 447 488
Piridina-NO,*® 0,00700 355 416
4-picolina-NO,*® 0,00900 355 418
Pirazina-NO,** 0,03700 355 408

Os valores encontrados para os compostos estudados neste trabalho
podem ser comparados aos complexos® cis-[Ru(bpy)z(L)(NO2)]", onde L=
piridina, 4-picolina e pirazina (Tabela 5). E possivel observar a formagdo do
aquo-complexo para todas as espécies, entretanto o complexo em que a
eficiéncia de liberagdo mostra-se mais satisfatoria e mais préximo aos valores
encontrados na literatura é para o complexo contendo o fragmento metimN-NO
seguido do metimN-NO,. Os demais complexos também apresentam

significativa fotoliberagao de 6xido nitrico.
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4.3 Eletrodo Seletivo de Oxido Nitrico

Apesar dos resultados apresentados e estudos anteriores corroborarem
com a idéia de formacao do aquo-complexo a partir da liberacéo fotoquimica de
6xido nitrico, a comprovagdo de sua liberacdo na forma NO° tem como
metodologia mais empregada a cronoamperometria utilizando um eletrodo
seletivo de dxido nitrico.?’

Em casos onde a liberagdo ocorre rapidamente, entre segundos a
poucos minutos, este procedimento é adequado tanto para analise qualitativa
como quantitativa, bastando que seja construida uma curva de calibragdo no
intervalo de concentragao correto.

Entretanto, quando a liberacdo de 6xido nitrico se faz de maneira mais
lenta os resultados possuem carater apenas qualitativo. Este € o caso dos
compostos estudados neste trabalho.

As Figuras 29 — 35 apresentam o0s cronoamperogramas para Os
compostos contendo os fragmentos metimN-NO, SO3-NO, imN-NO, metimN-
NO,, imN-NO,, TU-NO, TU-NO, e. Em todos os casos foi comprovado que a
irradiacdo é responsavel pela liberacdo do NO° ja que o eletrodo foi imerso em
solucdo e assim mantido sem que houvesse alteracdo na corrente (pA)
registrada até aproximadamente 100s onde a solugdo comegou a ser irradiada,
s0 a partir deste momento o equipamento registrou alteragdo de corrente.

Analisando os graficos é possivel observar que a corrente oscila durante
o tempo de irradiagdo como se a espécie formada fosse rapidamente
consumida. E provavel que isto realmente ocorra ja que a espécie é altamente

reativa (radical livre) com meia vida de 5 a 10s in vitro % e reage com o
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oxigénio dando origem a diversas espécies reativas de nitrogénio, como numa

reacao em cadeia, representado no Esquema 5 46-48.

/ N + . N \

o[ + NDZ NEO:}
NO, £ NO, N,O,
N.O, 0 2 NO, v 2H

Hg
\ NzO4 NOg +  NOy o+ 2 H*/

Esquema 5. Possiveis reagoes do NO em solucéo aquosa.8

Além disso, a partir do anion superdoxido e do peroxinitrito pode ser
formado o acido peroxinitroso em pH neutro. Tal acido por sua vez pode ser

decomposto gerando outras espécies (Esquema 6).448

-

~0-0e + sNO — "OONO —— HOONO

HOONO —=——= NO, + *OH

HOONO ——  NOy % H*

\_ J

Esquema 6. Formacao do HONO, e sua decomposicao.
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O valor de corrente detectado para Figura 29 corresponde ao complexo
contendo o fragmento metimN-NO e aponta para uma maior liberagdo se
comparada com os demais, ja que o valor de corrente observado ultrapassa
0,100uA enquanto que os demais variam entre 0,060 — 0,085uA, além disso o
tempo de irradiagdo em que a corrente permanece elevada € bem superior as
demais. Este fato esta de acordo com os valores de rendimentos quanticos
calculados que apontam a molécula cis-[Ru(bpy)z(metimN)(NO)]** como sendo
a mais eficiente para a fotoliberagcéo de oxido nitrico.

Contudo, por ser a espécie que mais gera NO° livre em solucgéo, também
mostra ser a mais suscetivel a formagédo das espécies reativas de nitrogénio

possuindo uma maior oscilagado de corrente.

0.14 4 Metil-Imidazol-NO

0,13

0,12 5

0,11 5

0,10

Corrente (uA)

0,09 —

0,08 —

0,07 —

0,06 . .
0 200

T T T
600 800 1000 1200

Tempo (s)

T
400

Figura 29. Cronoamperograma referente ao acompanhamento da liberagdo fotoquimica de
6xido nitrico para o ion complexo cis-[Ru(bpy).(metimN)(NO)]** (solugdo tamp&o pH= 2,03)

utilizando eletrodo seletivo para NO° livre.
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O contrario é observado na Figura 30, onde é possivel observar que o

ion complexo cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]" libera o 6xido nitrico de maneira mais

lenta e em menor quantidade.

0075 Sulfito-NO

0,070 —

0,065 - MMUAM
0,060 -
“P“’MMWM

0,055 H

T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Tempo (s)

Figura 30. Cronoamperograma referente ao acompanhamento da liberagdo
fotoquimica de 6xido nitrico para o ion complexo cis-[Ru(bpy),(SO3)(NO)]* (solugdo tampao

pH= 7,40) utilizando eletrodo seletivo para NO° livre.

O composto contendo o fragmento imN-NO (Figura 31) apesar de
apresentar valores de corrente maxima (uA) semelhantes aos encontrados
para o complexo contendo o fragmento metimN-NO, libera menor quantidade

de Oxido nitrico ja que a corrente comecga a decair apdés 250s de irradiagéo

enquanto que o outro ultrapassa os 500s.
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Figura 31. Cronoamperograma referente ao acompanhamento da liberagéo
fotoquimica de 6xido nitrico para o ion complexo <:is-[Ru(bpy)2(imN)(NO)]E‘+ (solugdo tampao
pH= 2,03) utilizando eletrodo seletivo para NO° livre.

Os cronoamperogramas apresentados nas Figuras 32 — 35 parecem
atingir valores de corrente proximos indicando que, em certo momento, a
quantidade de NO° livre em solucdo é semelhante, contudo as solugdes dos
ions complexos contendo os fragmentos metimN-NO, (Figura 32) e imN-NO,
(Figura 33) parecem liberar mais rapidamente o 6xido nitrico coordenado (sinal
de corrente significativo até 200s de irradiacdo), enquanto que para as
solugdes dos ions complexos contendo os fragmentos TU-NO (Figura 34) e
TU-NO; (Figura 35) a liberacéao inicia-se apos 100s de irradiagao e a corrente

permanece elevada e constante por mais tempo.
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Figura 32. Cronoamperograma referente ao acompanhamento da liberagéo

fotoquimica de &xido nitrico para o ion complexo cis-[Ru(bpy),(metimN)(NO,)]" (solugdo

tampéao pH= 7,40) utilizando eletrodo seletivo para NO° livre.

T T
200 300

0,082

i ImidazoI-NO2
0,080 -

0,078

0,076

0,074

Corrente (uA)

0,072

0,070 —%W

0,068

T T T T T T T T T
0] 100

T
700 800

T T T T T
200 300 400 500 600

Tempo (s)
Figura 33. Cronoamperograma referente ao acompanhamento da liberagéo

fotoquimica de 6xido nitrico para o ion complexo cis-[Ru(bpy)2(imN)(NO,)]" (solugéo tampéo
pH= 7,40) utilizando eletrodo seletivo para NO? livre.
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Figura 34. Cronoamperograma referente ao acompanhamento da liberagéo
fotoquimica de 6xido nitrico para o ion complexo cis-[Ru(bpy)x(TU)(NO)** (solugdo tamp&o
pH= 4,19) utilizando eletrodo seletivo para NO? livre.
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Figura 35. Cronoamperograma referente ao acompanhamento da liberagdo
fotoquimica de oxido nitrico para o ion complexo cis-[Ru(bpy).(TU)(NO,)]" (solugdo tampéo

pH= 7,40) utilizando eletrodo seletivo para NO? livre.
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4.4 Voltametria Ciclica e Voltametria de Pulso Diferencial

A avaliacdo da reversibilidade dos processos referentes ao ligante nitrosil
(NO™™; NO%), em nosso trabalho, foi realizada utilizando voltametria ciclica,
sendo esta também utilizada na investigacdo da existéncia de processo quimico
seguido do processo eletroquimico, cuja confirmacgdo foi dada pela técnica de

voltametria de pulso diferencial.

O estudo foi realizado utilizando como eletrélito suporte KCI 0,10 mol L™
em tampé&o pH= 7,40 para o ion complexo cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]* e KCI 0,10
mol L em tampdo pH= 2,03 para os demais compostos. O registro dos
voltamogramas foi realizado nas mesmas condi¢cdes tanto para as solugdes
contendo os ions complexos bem como para o eletrélito suporte, apds o0s
experimentos foi feito um tratamento matematico para subtrair a corrente

capacitiva do branco a fim de obterem-se graficos mais definidos.

No intuito de visualizar todos os processos envolvidos, os voltamogramas
ciclicos foram feitos na janela de potencial de 1,00 a -1,00V (E vs Ag/AgCI, KCI
saturado), em seguida a janela de potencial foi reduzida a regido do processo

referente ao par redox NO™°.

Nas figuras 36- 39 € possivel observar os voltamogramas ciclicos para os
jons complexos cis-[Ru(bpy)2(L)(NO)]™, onde L= imidazol, 1-metilimidazol,
tiouréia e sulfito respectivamente. Nestes casos a varredura teve inicio em
potencial de cela aberta de 0,50 V (E vs Ag/AgCl, KCI saturado), no sentido
positivo, até 1,00 V seguindo-se corrente catodica até -1,00 V e retornando ao

potencial inicial(0,50 V). A velocidade de varredura utilizada em tais
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experimentos foi de 0,10 V/s e os processos foram monitorados para um e dois

ciclos de varredura.

Imidazol da

i la

i (WA cm?)

- 1c
-6 4 2C

12 4 3C

-14 I L) I L) l L l L l
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

E(V vs. Ag/AgClI, KCI saturado)

Figura 36. Voltamogramas ciclicos (— ) 1 ciclo e ( — ) 2 ciclos de varredura para o ion
complexo cis-[Ru(bpy).(imN)(NO)]** em KCI 0,10 mol L™ e tampéo pH= 2,03. Potencial inicial de
varredura 0,50 V (E VS Ag/AgCl, KCI saturado), potenciais de inversdo 1,00 e -1,00 V. T=25°C.
V=0,10 V/s.
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Figura 37. Voltamogramas ciclicos (— ) 1 ciclo e ( — ) 2 ciclos de varredura para o ion
complexo cis-[Ru(bpy),(metimN)(NO)]** em KCI 0,10 mol L™ e tamp&o pH= 2,03. Potencial inicial
de varredura 0,50 V (E VS Ag/AgCl, KCI saturado), potenciais de inversdo 1,00 e -1,00 V.
T=25°C. V= 0,10 VI/s.
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Figura 38. Voltamogramas ciclicos (— ) 1 ciclo e ( — ) 2 ciclos de varredura para o ion
complexo cis-[Ru(bpy)(TU)(NO)]** em KCI 0,10 mol L™ e tampao pH= 2,03. Potencial inicial de
varredura 0,50 V (E VS Ag/AgCl, KCI saturado), potenciais de inversdo 1,00 e -1,00 V. T=25°C.
V=0,10 V/s.
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Figura 39. Voltamogramas ciclicos (— ) 1 ciclo e (— ) 2 ciclos de varredura para o ion
complexo cis-[Ru(bpy)(TU)(NO)]** em KCI 0,10 mol L™ e tampao pH= 7,40. Potencial inicial de
varredura 0,50 V (E VS Ag/AgCl, KCI saturado), potenciais de inversao 1,00 e -1,00 V. T=25°C.

V=0,10 V/s.

Como esperado® todos os complexos nitrosilos estudados apresentaram

comportamento eletroquimico semelhante e as curvas referentes aos processos

apresentados nos voltamogramas sao descritos no Esquema 7.

( 1c

k 1a

¢
Rul—NO* = Ri'—=NOP == R

2c 3c
e

Reducao
Catalitica

NG 5 Ry, == RN,

~N

¢

4a

J

Esquema 7. Possiveis processos redox ao qual o 6xido nitrico esta suceptivel.
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A atribuicdo dos processos apresentados nos voltamogramas foi realizada

considerando atribuicbes da literatura para compostos semelhantes. %99

O processo referente ao par redox NO™ é representado pelas ondas 1a e 1c.
A onda 2c é atribuida & reducéio do NO° coordenado a NO™ também coordenado,
enquanto que a onda 3c é referente a reducao catalitica do NO™ a NH3 (ambos

coordenados), sendo que todas essas etapas envolvem a transferéncia de

elétrons.

Nas figuras 36 - 39 é possivel observar uma onda anddica 4a em
potencial préximo a 1,00 V quando a varredura ocorre em dois ciclos, indicando
que a espécie eletroativa representada por este processo ndo existia
inicialmente em solucéo e que o mesmo é dependente de sucessivas reducdes

sofridas pelo NO coordenado.

Para estudar a reversibilidade do processo eletroquimico NO* foram
feitos varios voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades para todos os
compostos. As figuras 40 - 43 ilustram os ciclovoltamogramas onde a janela de
potencial foi reduzida ao processo de interesse para que nao houvesse perda de
sinal significativa, devido outras possiveis reacfes acopladas como as

representadas no Esquema 7.
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Figura 40. Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura ( — ) 0,05

Vs, (— ) 0,10 VI/s, ( ) 0,20 V/s, (=— ) 0,30 VI/s, ( ) 0,40 V/s para o ion complexo cis-
[Ru(bpy)o(imN)(NO)]** em KCI 0,10 mol L™ e tampdo pH= 2,03. Potencial inicial de varredura
0,40 V (E VS Ag/AgCl, KCI saturado), potenciais de inversédo 0,60 e -0,10 V. T=25°C.
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Figura 41. Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura ( — ) 0,05

V/s, (— ) 0,10 VI/s, ( ) 0,20 V/s, (— ) 0,30 VI/s, ( ) 0,40 V/s para o ion complexo cis-
[Ru(bpyd.(metimN)(NO)[" em KCI 0,10 mol L™ e tampao pH= 2,03. Potencial inicial de varredura
0,40 V (E V9 QdMAEIKCl saturado), potenciais de inverséo 0,60 e -0,10 V. T=25°C.
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Figura 42. Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura ( — ) 0,05

V/s, (— ) 0,10 VI/s, ( ) 0,20 V/s, (— ) 0,30 VI/s, ( ) 0,40 V/s para o ion complexo cis-
[Ru(bpy)z(TU)(NO)]3+ em KCI 0,10 mol L™ e tampéo pH= 2,03. Potencial inicial de varredura 0,40
V (E VS Ag/AgCl, KCI saturado), potenciais de inversdo 0,60 e -0,10 V. T=25°C.
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Figura 43. Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura ( — ) 0,05

V/s, (— ) 0,10 VI/s, ( ) 0,20 V/s, (— ) 0,30 VI/s, ( ) 0,40 V/s para o ion complexo cis-
[Ru(bpy)»(SO3)(NO)]" em KCI 0,10 mol L™ e tampao pH= 2,03. Potencial inicial de varredura 0,10
V (E VS Ag/AgCl, KCI saturado), potenciais de inversdo 0,40 e -0,50 V. T=25°C.

De acordo com os critérios da literatura®, esse processo eletroquimico
pode ser considerado reversivel, sendo que a razéo da corrente de pico lya/lpc €

muito proxima a unidade (Tabela 6).

Tabela 6. Parametros de reversibilidade do processo referente ao par redox NO™ do ion
complexo cis-[Ru(bpy)-(L(NO)]**, onde L= imidazol, metilimidazol, sulfito e tiouréia.
Complexos: IMIDAZOL METILIMIDAZOL TIOUREIA SULFITO

V(MViS) lalle AEp (V) lpalle AEp (V) loalloe AEp (V) lpalloc AEp (V)
50 0,974 0,082 0,984 0089 0995 0082 1085 0,250
100 1,000 0,095 1,030 0,095 1,054 0,092 1,106 0,269
200 1,019 0,107 1,033 0,104 1,106 0,104 1,220 0,292
300 1,016 0,116 1,032 0,120 1,120 0,110 1,176 0,351
400 1,010 0116 1,027 0,122 1,130 0,116 1,164 0,394

A variacao no valor da diferenca de potencial (Tabela 6) quando variada a
velocidade de varredura ocorre devido a provavel queda 6hmica existente, tal
fato foi comprovado fazendo-se a varredura em diferentes velocidades para o
fon complexo [Ru(NHs)s]**, nas mesmas condicdes experimentais, onde foi
observado variagéo destes valores (Apéndice 1).

Outro parametro a se considerar na reversibilidade de um processo € a
relacdo linear entre a corrente catddica de pico maximo e a raiz quadrada da

velocidade de varredura (V%) (Figuras 44-47).
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Figura 44. Variacdo de Ipc em funcdo de V~°, em meio aquoso, para 0 complexo

cis-[Ru(bpy).(imN)(NO)J*".
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1/2

Figura 45. Variacdo de Ipc em funcdo de V~°, em meio aquoso, para 0 complexo

cis-[RU(Bpy)-tmetimMNINSH—
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Figura 46. Variacdo de Ipc em funcdo de V2 em meio aquoso, para o complexo

cis-[Ru(bpy)o(TU)(NO)J*".
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1/2

Figura 47. Variacdo de Ipc em funcdo de V~°, em meio aquoso, para 0 complexo

cis-[Ru(bpy).(SO3)(NO)]".

A linearidade desta relagdo também nos indica que o transporte de massa
para a superficie do eletrodo ocorre por gradiente de concentracdo de acordo
com a Equacéao 15 (Equacao de Randles-Sevcik) que representa a relacao linear
entre a corrente de pico e a raiz quadrada do coeficiente de difuséo e com a raiz

guadrada da velocidade.

Ip= (2,69x105)n3ZADZCYIZ  (15)

H& ainda, em alguns trabalhos®®

, outra relacdo que confirma a
reversibilidade do processo é apresentada pela relacao linear entre o logaritmo
da velocidade de varredura pelo logaritmo da corrente de pico catddica, Figuras

48-51.
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Figura 48. Variagdo de log(lpc) em fungéo de log(V), em meio aquoso, para o complexo

cis-[Ru(bpy).(imN)(NO)J*".
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Figura 49. Variacdo de log(lpc) em fun¢éo de log(V), em meio aquoso, para o complexo

cis-[Ru(bpy).(metimN)(NO)J*".
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Figura 50. Variagdo de log(Ipc) em funcéo de log(V), em meio aquoso, para o complexo

cis-[Ru(bpy)2(TU)(NO)J*".
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Figura 51. Variacdo de log(lpc) em funcéo de log(V), em meio aquoso, para o complexo

cis-[Ru(bpy)»(SO3)(NO)]".

Dos voltamogramas ciclicos representados nas figuras 40 - 43 também é
possivel extrair os valores de Ei, referentes ao par redox NO* de cada

complexo e correlaciona-los com os valores do parametro de Lever descritos na

literatura (Tabela 7) "

Tabela 7. Valores de Potencial de Meia-Onda (E;,) dos complexos cis-
[Ru(bpy).(L)(NO)]""e Energia do Parametro de Lever (E,) dos ligantes imidazol, 1-metilimidazol,

tiouréia e sulfito. "

Complexos Eip (V vs Ag/AQCI, KCl saturado)  E_ (V vs NHE)
cis-[Ru(bpy).(L)(NO)]"™", onde L: 0,10 VI/s
1-metilimidazol 0,24 0,08
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Imidazol 0,23 0,12
Tiouréia 0,076 -0,13
Sulfito -0,092 -0,18

A comparacdo destes valores tedricos (E.) e experimentais (Eip) €
pertinente jA que é de suma importancia comparar os efeitos exercidos pelos
ligantes auxiliares sobre o centro metélico e, consequientemente, sobre o 6xido
nitrico coordenado. Levando em consideracdo a natureza = receptora ( imidazol
e 1-metilimidazil) e o doadora (tiouréia e sulfito) dos ligantes é possivel explicar
a diferenca entre os valores de Ei,, EL e vNO. Pelos dados apresentados na
Tabela 7 € possivel afirmar que o composto que possui 6xido nitrico com maior
carater NO" € aquele contendo o ligante 1-metilimidazol, ja que o {Ru-NO}3+ é

mais facilmente reduzido a {Ru-NO}** (Ex;, mais elevado).

Outro fato que corrobora com essa atribuicdo sdo os valores de E_
observados, ja que a energia do parametro de Lever é a medida da capacidade
doadora de densidade eletrénica dos ligantes para o metal. Quanto maior seu
valor, indiretamente, menor a retrodoacdo para o ligante NO, em conseqiéncia
da deficiéncia eletrénica do ruténio quando comparado aos compostos contendo

0s outros ligantes auxiliares.

Contudo, a influéncia exercida sobre a backbonding para o NO também
depende dos orbitais envolvidos na interacdo. Os compostos apresentados
neste trabalho possuem conformacéo cis e, consequientemente, o0 centro
metdlico sofre menos influéncia da doacdo de densidade dos seus ligantes ja

que, neste caso, a doacdo se da em orbital distinto daquele que participa
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efetivamente da retrodoacéo. Poder-se-ia prever que para compostos contendo
0s mesmos ligantes, mas com conformacdo trans, sofreriam muito mais
influéncia. E possivel visualizar com mais clareza a intera¢éo entre os orbitais d

do metal observando o Figura 52.

a

Figura 52. Influéncia da posicdo do ligante L na densidade eletrbnica sob o ligante

nitrosil. @) posicao trans e b) posi¢éo cis.

A técnica de voltametria de pulso diferencial, por ser mais sensivel, foi
utilizada para confirmar a dependéncia do processo 4c. A Figura 53 mostra 0s
voltamogramas para os compostos cis-[Ru(bpy)2(L)(NO)]™* onde inicialmente foi
realizada a varredura do potencial positivo 1,00V até o potencial negativo -0,20V,

podendo-se observar a inexisténcia de qualquer processo entre 0,40 e 1,00V.
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Em seguida a mesma solucéo foi submetida a varredura inversa, ou seja, saindo
de -0,20V a 1,00V, e o acompanhamento foi realizado eletrolisando a solucéo
em -0,60V durante 0, 10, 20 e 30s, sendo possivel observar o aumento de dois

processos entre a regiao de 0,40 e 1,00V.

1-metilimidazol
15 4 Ru”/"'—NH3

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
E(V vs. Ag/AgClI, KCI| saturado)

Figura 53. Voltamogramas de Pulso Diferencial para o0s complexos cis-
[Ru(bpy)(L)(NO)]™. ( ) Varredura de potencial de 1,00V até -0,20V, sem eletrolise.
Varredura de potencial de -0,20V a 1,00Vm, eletrélise da solucdo em -0,60V durante (—) O, (
—)10,(—)20e (—) 30s.

O processo em torno de 0,7 V pode ser atribuido ao par redox Ru""

oriundo da formacdo do complexo cis-[Ru(bpy)2(L)(NH3)]™" devido a reducgéo
catalitica sofrida pelo composto cis-[Ru(bpy)2(L)(NO)]"". Ja o processo
observado em 0,6 V pode tratar-se de uma reacdo quimica ocorrida ap6s a

reducdo do NO° a NO™ coordenado, j& que é possivel a saida deste ligante da
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esfera de coordenacio para a formacido do complexo cis-[Ru(bpy)2(L)(H20)]"™"

(Esquema 8).

Ru''—NO
+de -NO
Redugﬁo Processo
catalitica Quimico
Rull—NH; Rul—H,0

Esquema 8. Reduc&o catalitica e processo eletroquimico que a espécie Ru"-NO” podera

sofrer.
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4.5 Determinacdo Eletroanalitica da Liberacdo Fotoquimica de

Oxido Nitrico utilizando Voltametria de Onda Quadrada

4.5.1 Estudo dos Parametros Operacionais da Voltametria de Onda
Quadrada (VQO)

A sensibilidade da técnica de VOQ depende do valor dos parametros de
frequéncia, amplitude e incremento de varredura para cada sistema estudado
e, portanto, é necessario um estudo preliminar dos parametros operacionais
97-103

que compdem a técnica

Influéncia da Frequéncia de Pulso

A corrente de pico é diretamente proporcional a raiz quadrada da

frequéncia de aplicacao de pulso (Equacéao 16).
Onde:
I, = corrente de pico;

[ =K " (16) ]
k. = constante cinética;

f2 = raiz quadrada da freqiiéncia.

A Figura 54 apresenta os voltamogramas para os ions complexos cis-
[Ru(bpy)2(L)(NO)]™" em fungdo da freqliéncia aplicada. Em todos os casos foi
possivel observar ruido nos voltamogramas quando o valor de frequéncia
aplicada aumenta este fato aliado a diminuigdo da intensidade da corrente de
pico maximo limitou a variagcao da frequéncia a valores ainda maiores.

As correntes de pico maximo tiveram dependéncia linear até uma
frequéncia de 40 Hz para o complexo com o ligante auxiliar imidazol, 60 Hz

para o ligante metil-imidazol, e frequéncia de 30 Hz para os complexos com os
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ligantes sulfito e tiouréia (representado na Figura 55). Para valores maiores de

frequéncia a corrente de pico reduziu sensivelmente como representada na

Figura 54. Voltamogramas de Onda Quadrada para as frequiéncias de (—)10, (—)20,
(—)30, (—)40, (—)50, (—)60, ( )70, (—)80 e (—)90 Hz para os ions complexos cis-
[Ru(bpy)2L(NO)]™ sendo L= imidazol e 1-metilimidazol, em tampéo trifluoroacetato + hidroxido
de sédio pH=2,03, tiouréia, em tampao acido acético + acetato de sédio pH=4,16 e sulfito, em
tampao H,PO,4 e HPO,* de pH = 7,4. Concentragao do eletrélito: 0,1mol L™
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Figura 55. Influéncia do aumento de frequiéncia na resposta de corrente voltamétrica

para os ions complexos cis-[Ru(bpy),(L)(NO)]", sendo L= imidazol e 1-metilimidazol, em
tampéao trifluoroacetato + hidroxido de soédio pH=2,03, tiouréia, em tampao acido acético +
acetato de sddio pH=4,16 e sulfito, em tampao H,PO, e HPO,* de pH = 7,4. Concentragdo do
eletrolito: 0,1mol L™
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Influéncia da Amplitude de Pulso

A amplitude é outro parametro importante para uma boa resposta
voltamétrica e, dependendo do valor de amplitude aplicado, o sinal de onda
pode sofrer um alargamento do pico comprometendo a sensibilidade da
medida.

A Figura 56 apresenta os voltamogramas para os ions complexos cis-
[Ru(bpy)2(L)(NO)]™ em fungdo da amplitude aplicada, mostrando que ha uma
dependéncia linear entre a corrente de pico com a amplitude.

Para todos os complexos as correntes de pico mantiveram uma
dependéncia linear em toda a janela de amplitude estudada (Figura 57), sendo
o valor escolhido de 50 mV como o que representa maior resolugado e
sensibilidade para os picos voltamétricos, para os complexos contendo os

ligantes auxiliares imidazol, 1-metilimidazol, sulfito e tiouréia.
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Figura 56. Voltamogramas de Onda Quadrada para as amplitudes de (—)10, (—)20,

(—)30, (—)40, (—)50, (—)60, e (

)70 mV para os ions complexos cis-[Ru(bpy),L(NO)]"*

sendo L= imidazol e 1-metilimidazol, em tampé&o trifluoroacetato + hidréxido de sédio pH=2,03,
tiouréia, em tampao acido acético + acetato de sddio pH=4,16 e sulfito, em tampao H,PO, e
HPO,* de pH = 7,4. Concentragéo do eletrolito: 0,1mol L™
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Figura 57. Influéncia do aumento de amplitude na resposta de corrente voltamétrica
para os ions complexos cis-[Ru(bpy).(L)(NO)]"", sendo L= imidazol e 1-metilimidazol, em
tampéao trifluoroacetato + hidroxido de soédio pH=2,03, tiouréia, em tampao acido acético +
acetato de sddio pH=4,16 e sulfito, em tampao H,PO, e HPO,* de pH = 7,4. Concentragdo do

eletrolito: 0,17mol L™
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Influéncia do Incremento de Varredura

O incremento de varredura também determina a eficiéncia da resposta
analitica utilizando a voltametria de onda quadrada. A velocidade da
voltametria de onda quadrada esta diretamente relacionada a frequéncia e ao
incremento de varredura. Este pardmetro influencia na definicdo do pico
voltamétrico e para valores baixos deste podem resultar em diminuicdo da
sensibilidade da técnica, porém altos valores podem proporcionar alargamento
do pico e consequente diminuicdo na resolucdo do mesmo.

A Figura 58 ilustra os voltamogramas para o sistema em estudo
variando-se o incremento de varredura (AEs), para os ions complexos cis-
[Ru(bpy)2(L)(NO)]™*. Os voltamogramas apresentados para os complexos
mostraram pequena variacdo dos valores de pico de corrente maxima, assim
como nao houve alargamento consideravel do pico nem deslocamento do
potencial que representasse adsorgao significante.

Apesar da relagao entre a corrente de pico maximo e o incremento de
varredura (AEgs) mostrar-se linear para o ion complexo contendo o ligante
imidazol, os voltamogramas apresentaram ruido para valores de incremento
maiores, provavelmente este fato deve-se ao aumento da velocidade de
varredura. Entdo, como a variagao de corrente de pico foi minima, optou-se por
trabalhar no maior valor de incremento que ndo houvesse problema de ruido no
voltamograma, portanto o valor escolhido foi de 4 mV, como representado na
Figura 59.

A relacdo entre a corrente de pico maximo e o incremento de varredura

(AEs) para os complexos contendo os ligantes metil-imidazol e tiouréia
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mostrou-se inversa, ou seja, a medida em que se aumentou o valor de
incremento a sensibilidade da técnica diminuiu, sendo adotado o valor de
incremento 1 mV como representada nas Figuras 58 e 59. Tal fato deve ocorrer
devido a uma limitacdo cinética no processo de reducdo da espécie NO* a
NO°, ou seja, a redugao necessita de uma varredura mais lenta para ocorrer.
Para o complexo contendo o ligante sulfito, o valor de incremento de
varredura adotado foi 5 mV, haja visto que para valores mais altos ou mais
baixos houve alargamento do pico ou perda de sensibilidade a medida em que

a velocidade de varredura foi variada (Figuras 58 e 59).
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Figura 58. Voltamogramas de Onda Quadrada para incrementos de varredura (AEs)
de (—)1, (—)2, (—)3, (—)4, ()5, (—)6, ( )7, (—)8 e (—)9 e (—)10mV para os ions
complexos cis-[Ru(bpy).L(NO)]™*, sendo L= imidazol e 1-metilimidazol, em tamp&o
trifluoroacetato + hidroxido de sédio pH=2,03, tiouréia, em tampao acido acético + acetato de
sodio pH1=4,16 e sulfito, em tampao H,PO, e HPO.* de pH = 7,4. Concentragao do eletrdlito:
0,fmol L.
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Figura 59. Influéncia do aumento de incremento de varredura (AEs) na resposta de
corrente voltamétrica para os ions complexos cis-[Ru(bpy),(L)(NO)]™*, sendo L= imidazol e 1-
metilimidazol, em tampao trifluoroacetato + hidréxido de sédio pH=2,03, tiouréia, em tampéo
acido acético + acetato de sddio pH=4,16 e sulfito, em tampao H,PO, e HPO,* de pH= 7,4.

Concentragao do eletrdlito: 0,1mol L.
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A partir do estudo dos pardmetros operacionais foram obtidas as
melhores condicbes para determinar a quantidade de 6xido nitrico liberado
fotoquimicamente. A Tabela 8 apresenta os valores otimizados para os

complexos em estudo.

Tabela 8. Resultado da Otimizagao de Parametros.

Complexos f (Hz) a(mV) AEg (mV) Faixa e Sentido de
cis-[Ru(bpy).L(NO)]™, sendo L: Varredura
Imidazol pH=2,03 40 50 4 125a 325 mV
1-Metilimidazol pH=2,03 60 70 1 125a 325 mV
Tiouréia pH=4,16 30 50 1 200 a -100 mV
Sulfito pH=7,4 30 50 10 100 a -300 mV

Todas as analises foram realizadas em meio aquoso e sem
borbulhamento de qualquer gas inerte, haja vista que estudos preliminares
apontaram invaridncia nos voltamogramas quando as solugdes foram
submetidas a borbulhamento de argénio.

A faixa de potencial aplicado limitou-se a regido correspondente ao par
redox NO*™® para que ndo houvesse diminuicdo da sensibilidade da técnica

devido a formacao de outras espécies no meio.

4.5.2 Obtengao da Curva Analitica para os Complexos
Posterior a etapa de otimizacdo dos parametros, foram realizados
experimentos cujo objetivo principal foi obter uma equagcao que relacionasse,

de maneira linear, valores de corrente e concentragéo.
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A Figura 60 ilustra os voltamogramas registrados apds sucessivas
adicbes de uma solugao estoque, para os complexos contendo os ligantes
auxiliares imidazol, 1-metilimidazol, tiouréia e sulfito. Todos os graficos
apresentaram picos bem definidos mostrando 6tima sensibilidade da técnica.

A partir das correntes de pico identificadas foi feito um tratamento
estatistico e tragada uma curva analitica média com desvio padrao para cinco
determinacdoes obtidas. A relagdo entre a corrente de pico maxima e
concentragdo do complexo é representada na Figura 61 para os complexos. Os

resultados obtidos das curvas analiticas estio reunidos na Tabela 9.

Tabela 9. Equagbes calculadas a partir da obtencdo das curvas de calibragdo para os ions

complexos cis-[Ru(bpy).L(NO)]™, sendo L= imidazol, 1-metilimidazol, tiouréia e sulfito.

Imidazol
pH=2,03

1-Metil

imidazol
pH=2,03
Tiouréia
pH=4,16

Sulfito
pH=7.,4

Equacéao da Reta Coeficiente de
Y=a (*.da) + b(*.db)x Correlagéo (R)
l,=1,18051,10° (*.5,46028,107) + 0,03468 (*.0,00351)[ Inocomplexado 0,99514
l,= 1,86259,10° (*.2,11284,107) + 0,04047 (*.0,00168)[ Inocomplexado 0,99659
l,= 3,80148,107 (*.2,53876,10®) + 0,03396 (*.1,3225,10™)[ Inocomplexado 0,99996
l,= 6,71721,10% (*.8,0059,10) + 0,03051 (*.4,23133,10™*)[ Inocomplexado 0,99962
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Figura 60. Voltamogramas de Onda Quadrada para adi¢gées sucessivas de solugao

estoque dos ions complexos cis-[Ru(bpy)2(L)(NO)]™, em tampdo adequado para cada ligante
“L”, no intervalo das concentragdes (—) 6,67 x 10°, (—) 1,09 x 10, (—) 1,48 x 10, (—) 1,98
x 10, (—) 2,04 x 10* e (—) 2,79 x 10™* mol L™". Concentragao do eletrolito: 0,1 mol L™
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Figura 61. Curva analitica tragada a partir dos voltamogramas de onda quadrada para

o ion complexo cis-[Ru(bpy),(L)(NO)]™, em adequado para cada ligante “L”, no intervalo das

concentracdes 6,67 x 10° a 2,79 x 10* mol L. Os experimentos foram realizados em

quintuplicada e os valores de corrente correspondem a média dos valores experimentais.
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4.5.3 Calculo da Liberagao Fotoquimica de Oxido Nitrico
Os voltamogramas apresentados na Figura 62 para os ions complexos
cis-[Ru(bpy)2(L)(NO)]™, sendo L= imidazol, 1-metilimidazol, tiouréia e sulfito,

*0 coordenado ao centro

mostram o decaimento do processo referente ao NO
metalico, previsto a medida em que a irradiagao se processa.

Com os valores de corrente de pico maximo e o auxilio da curva
analitica que representa cada um dos sistemas foi possivel calcular a
quantidade de o6xido nitrico coordenado ao complexo apés 10 minutos de
irradiacdo e, indiretamente, calcular a quantidade liberada do mesmo. Os
resultados obtidos destes calculos estao representados na Tabela 10. Observa-
se uma diferenca entre a quantidade de 6xido nitrico liberado dos compostos,
tal fato deve-se a influéncia que os ligantes auxiliares exercem sobre a
interacao ruténio e oxido nitrico, como ja discutido anteriormente. Além deste

fator, observa-se que quanto mais baixa é a concentracdo de complexo na

solucdo, mais rapidamente a liberacéo se processa.
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Tabela 10. Resultados do Calculo da Liberagdo Fotoquimica de Oxido Nitrico para os
complexos cis-[Ru(bpy),L(NO)]"*, sendo L = imidazol, 1-metilimidazol, tiouréia e sulfito,

utilizando a técnica de Voltametria de Onda Quadrada.

Complexos [ INo complexadomol L-1) [ INo iiberadomol L-1) % No liberado
CiS-[Ru(bpy)gL(NO)]"+, sendo L: t=0 de irradiagéo t= 10min de irradiagéo

Imidazol pH=2,03 1,99359,10™ 1,32124,10™ 66,3
Metil-imidazol pH=2,03 1,72393,10™ 1,50074,10™ 87,1
Tiouréia pH=4,16 2,4510,10* 1,82021,10™ 74,3
Sulfito pH=7 4 2,36971,10* 1,15992,10™ 49,0
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Figura 62. Voltamogramas de Onda Quadrada referentes ao monitoramento da
)10 e (—)

irradiacao dos ions complexos cis—[Ru(bpy)z(L)(NO)]n3+, durante (—) 0, (—) 5, (

20 minutos de irradiagdo em 355nm no tampao adequado para cada ligante “L”. Concentragéo

do eletrolito: 0,1 mol.L™.
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S, Gonsideragées ~Sfinais

Durante o desenvolvimento do trabalho foi possivel confirmar as
suspeitas de que o carater e a forca do ligante auxiliar “L”, para os complexos
com a mesma base estrutural cis-[Ru(bpy)2(L)(NO)](PFe)n, influenciaram
diretamente na backbonding entre o centro metalico e o 6xido nitrico. Sendo
este o fator responsavel pelos diferentes resultados observados na reatividade

quimica, fotoquimica e eletroquimica dos compostos.

O complexo cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)](PFs) apresenta menor energia
vibracional (vno) € menor potencial de meia onda (Ey;) referente ao par redox
NO™, fruto de maior retro-doacdo Ru(ll) para o ligante nitrosil, conseqiiéncia
de maior densidade eletronica sobre o ion metalico. Em principio, pode-se dizer
que o sulfito é um ligante o-doador melhor do que aqueles outros descritos
neste trabalho. Levando-se em conta o efeito de aditividade do ligante “L” sobre
0 centro metalico, € observado para os complexos em questdo que quanto
menor o valor do parametro de Lever (E.), maior a contribuicdo para a
densidade eletrdnica do ion metalico. Ainda que desconsiderando a discussao
envolvendo aspectos estruturais dos complexos, a analogia acima nos parece

fortuita.

A técnica de voltametria de onda quadrada mostrou ser uma alternativa
confiavel para a quantificacdo do 6xido nitrico liberado fotoquimicamente para

complexos que o fazem de maneira mais lenta, como 0S compostos aqui
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apresentados. Os resultados observados corroboram com os valores de
rendimento quantico e testes quantitativos utilizando eletrodo seletivo de NO
realizados, também apresentados neste trabalho. Mostrando que o complexo
contendo o] ligante auxiliar 1-metilimidazol (o doador
) libera o Oxido nitrico da esfera de coordenacdo mais rapidamente quando

comparado aos outros.

A discussdo de todos os resultados apresentados neste trabalho € o
passo que antecede o estudo da atuacdo biolégica destes compostos, assim &
possivel ndo prever, mas explicar os fatos decorrentes da liberacdo de NO em

meio bioldgico.

Devido a estabiidade em pH fisiologico, o complexo
cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)](PFs) foi utilizado em testes para avaliar sua
citotoxicidade frente a células cancerigenas. Tal composto mostrou
desempenho consideravel ao propoésito, sobretudo quando encapsulado em

lipossomas para que a penetracao na célula fosse mais efetiva (Apéndice 2).
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6. Apéndices

6.1. Voltametria Ciclica do ion complexo [RU(NH3)6]3+

A literatura reporta™ o fon complexo [Ru(NHs)e]** como tendo um dnico
processo nesta faixa de varredura, sendo este totalmente reversivel (Figura
63). Porém os parametros de reversibilidade (Tabela 11) indicam que, nas
condicbes em que os experimentos deste trabalho foram realizados, ou seja,
mesmo equipamento, eletrodos e eletrdlito suporte, ha uma variagdo no valor

de AEp, provavelmente atribuida a uma queda dhmica.

100 —

80 —

60 —

40 -

20 —

20 - .
.40 -
.60 -
80
-100 —-

-120

i (LA cm?)

'140 T T T T T T T T T T
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6

E(V vs. Ag/AgCl, KCI saturado)

Figura 63. Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura (— ) 0,05

V/s, (—) 0,10 V/s, ( ) 0,20 V/s, (— ) 0,30 VI/s, ( ) 0,20 V/s para o ion complexo cis-

[Ru(bpy)2(imN)(NO)]** em KCI 0,10 mol L™. Potencial inicial de varredura 0,40 V (E VS
Ag/AgCl, KCI saturado), potenciais de inversédo 0,50 e -0,50 V. T=25°C.
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Tabela 11. Parametros de reversibilidade do processo referente ao par Ru

complexo [Ru(NHz)e]*".

V (mVis)
50
100
200
300
400

lpallpe

1,03
1,06
1,11
1,11
1,11

AEp (V)

0,0732
0,0855
0,0915
0,1007
0,1128

para o ion
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6.2 Testes Biolégicos utilizando o ion complexo cis-

[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]* na avaliacdo de sua citotoxicidade

6.2.1 Veiculos de farmacos: lipossoma ultraflexivel

A pele normal é impermeavel a muitos tipos de substancias. Sua fina
espessura contribui para 80% da sua resisténcia a permeacéo .

Tendo em vista as propriedades naturais da pele (epiderme e stratum
cdrneo), para se ter sucesso na administracao topica de diferentes farmacos, é
necessario que penetrem na pele, atravessando os corneocitos e espacos das
vias intracelulares. Os parametros de difusibilidade e solubilidades dos
farmacos em relacido a epiderme sédo importantes para sua penetracido na pele
195 Além disso, existe a redugdo de niveis sistémicos de farmaco no local de
acao em virtude da necessidade da utilizacdo de altas concentragdes de
farmacos "%,

Sendo assim, algumas estratégias podem ser utilizadas na tentativa de
melhorar as caracteristicas de absor¢cdo de um farmaco na pele, como, por

107

exemplo: modificagdes quimicas na estrutura do farmaco '; modificagdes

estruturais na forma farmacéutica '°®'%; uso de agentes solubilizantes''® ;

aplicagdo de iontoforese ''"11211% e uso de alteradores da permeabilidade
cutanea, chamados de promotores de absorgdo cutanea ',

Além da importadncia dos promotores de absorcdo cutdnea nas
formulagdes de uso topico, no caso de tratamento tumoral, a seletividade € um

fator muito importante ''°. Neste caso, a seletividade pode ser melhorada

através do uso de formulagdes lipossomais.
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A maioria dos fotossensibilizadores que exibem uma boa afinidade com
os tecidos tumorais sdo farmacos associados a sistemas lipidicos de liberacéo,
como os lipossomas, que reduzem significativamente o espalhamento do
farmaco no corpo e aumentam sua concentragéo nos tecidos tumorais '®

As formulagdes lipossomais sao extensivamente utilizadas para
inimeros farmacos anti-tumorais hidrofilicos e lipofilicos "', pois melhoram a
eficiéncia e a seletividade tumoral destes fotossensibilizadores, apds sua
incorporagao na bicamada lipidica. Os lipossomos tém vantagens sobre outros
sistemas de liberacdo de farmacos, ja que sdo biodegradaveis, nao-toxicos e
nao-imunogénicos.

Em casos de utilizacdo de lipossomas em tratamentos da pele, as
vesiculas lipidicas necessitam atravessar pequenos poros da camada stratum
corneo com didmetros inferiores a 50 nm ''®. Uma das possibilidades é a
utilizacdo de lipossomas utraflexiveis (Figura-6). Tais sistemas possuem a

capacidade de penetrar na pele intacta '°.
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iy

Cell surface

Figura 64. Lipossoma ultra flexivel ''°.

Ativadores de borda aumentam a elasticidade das bicamadas nos
lipossomas devido a uma redistribuicdo de lipidios anfifilicos '°. Um ativador
de borda frequentemente utilizado sdo surfactantes de cadeia simples que
desestabilizam a bicamada lipidica do lipossomo, aumentando assim sua

1% Exemplos de

deformabilidade pela diminuicdo da tensao superficial
ativadores de bordas incluem os surfactantes: colato de sédio, deoxicolato de
sédio, Tween 80 e Span 80 ',

As vesiculas ultraflexiveis possuem penetracdo na pele intacta via

transdermal, por gradiente osmético e forgas de hidratagao '%°.
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6.2.2 Ensaios Farmacotécnicos

6.2.2.1 Preparacdo dos lipossomas de DOPC pelo método de
injecao etandlica

Os lipossomos foram preparados pelo método de injecdo etandlica

21 Preparou-se lipossomos

conforme descrito por Kremer e colaboradores
unilamelares de Dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) através uma solugdo contendo
360 uL etanol, 0,01g do fosfolipidio DOPC e 30 uL do tensoativo Tween 20 (DE
LIMA et. al. 2008). Esta solugao foi colocada em uma seringa de 400 puL, a qual
foi, posteriormente, conectada a uma jaqueta de vidro termostatizada contendo
5 mL de uma solugao tampao fosfato pH = 7 4.

A injecao etandlica é feita por uma bomba peristaltica (World Precision
Instruments (WPI modelo SP 100i) de adicdo controlada (Figura 65). As

injecbes foram realizadas a 40,0 °C sob agitagdo magnética, na auséncia de

luz e a uma velocidade de 1,0 uL.s™” (360 uL.h™ na bomba).

Figura 65. Aparato para obtengao de sistema lipossomais.

A solugdo tampdo permaneceu contida em um recipiente cilindrico de
2,0 cm de didmetro e a injecao foi realizada a aproximadamente 2,5 cm abaixo

da superficie liquida.
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Para preparagédo do lipossoma complexo cis-[Ru(bpy)2(SOz)NO)]" um
volume adequado do farmaco (complexos dissolvidos em etanol, a fim de se
obter uma concentragao final 10,0 uM), foi adicionado a solugao etandlica com

fosfolipidio e surfactante.

6.2.2.2 Determinacdo do tamanho, indice de polidispersdo e
potencial de superficie (Zeta) da formulacéao lipossomal

A determinacdo do tamanho de particulas e polidispersividade das
vesiculas lipossomais foi realizada no laboratorio da Dr®.Maria Vitéria Badra
Bentley, na faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, através da técnica de
medidas de espalhamento dindmico utilizando-se o equipamento Zetaisizer
Nano System ZS(Malvern-UK). As amostras foram colocadas em uma cela de
quartzo de um cm de caminho Optico e as medidas foram feitas a temperatura
ambiente (25 °C). O equipamento possui um laser de He-Ne de 4.0 mW
operando num comprimento de onda de 633 nm e realiza as medi¢cdes nao
invasivas por “backscatter optics” (NIBS). As medidas foram feitas em um
angulo de detecgdo de 173° e a posicdo da medigdo na cubeta foi
automaticamente determinada pelo software do equipamento. O equipamento
realiza em média 12 determinagbes para cada analise. A carga de superficie
(potencial Zeta) foi determinada pela mobilidade eletroforética da formulagao

utilizando o mesmo sistema descrito acima.

Dissertacdo de Mestrado 109



Cestes SSioldgicos Candido, M. C. L.

6.2.2.3 Cultura e tratamento de células da linhagem neopléasica de

melanoma B16/F10

Células de Melanoma Murino B16-F10 foram obtidas do Banco de
Células do Rio de Janeiro. A linhagem celular foi cultivada em meio DMEN com
10% definido suplemento de soro fetal bovino e 100 Ul /ml de penicilina G, 100
mg / ml de estreptomicina e 1 Ig / ml anfotericina, a 37 °C, em ambiente
contendo 5% de COs.

Para os tratamentos, as células foram semeadas por 24 horas em placas
(NUNC MICROWELL™ PLATES) de 96 pocos para estudo de viabilidade
celular pelo ensaio de MTT. Foi plaqueado 2x10* células por pogo, em meio
DMEM com 3% definido suplemento de soro fetal bovino sem fenol.
Concentragdes (107 — 10° M) do complexo contendo o ligante sulfito foi
incubados por 3 horas (confluéncia 75-90%) Apds este periodo, os pogos foram
lavados e colocou-se meio DMEM e entdo a viabilidade celular foi avaliada

apods 24 e 48 h apods tratamento.

6.2.3 Caracterizacdo do sistema lipossomal por meio do tamanho

de particulas, polidispersividade, potencial.

Carreadores lipossOmicos tém sido aceitos clinicamente no tratamento
do cancer, visto que eles alteram a farmacocinética e biodistribuicdo dos
farmacos antineoplasicos. Neste trabalho foi manipulado lipossomas
deformaveis, que também sdo chamados de lipossomas flexiveis. Sdo como
lipossomas convencionais, mas suas membranas sao constituidas de um

fosfolipideo (DOPC) e de um tensoativo de cadeia simples com alto raio de
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curvatura (tween 20) capaz de diminuir a interagdo entre as cadeias
carbbnicas, aumentar a fluidez, e dar flexibilidade da membrana lamelar. Os
lipossomas foram realizados como descrito no item 6.2.2.1 e a caracterizacao
do sistema lipossomal por meio do tamanho de particulas, polidispersividade,
potencial zeta foram feitas para os lipossomas “vazios” e para as preparacoes
lipossomais do complexo cis-[Ru(bpy)2(SO3)NO)]*. Como podem ser
observados (Tabela 12) os lipossomas vazios e contendo complexo cis-
[Ru(bpy)2(SO3)NO)]" apresentaram tamanhos 98 e 122 nm, dentro da faixa
esperada para este tipo de vesiculas, o indice polidispersividade (Pdl)
encontrado, 0,178 e 0,184 e potencial zeta (¢) encontrado -5,550 e -15,000 mV,
respectivamente. A obtencao de lipossomas com didmetro compreendido entre
50 e 150 nm € um meio termo entre a eficiéncia de encapsulagéo (aumenta de
acordo com o aumento do didmetro), a estabilidade do lipossoma (diminui com
0 aumento do didmetro acima da faixa 6tima de 80-200 nm) (LASIC, 1993;
SCARPA et. al. 1998) e a distribuicdo homogénea das vesiculas sao
importantes fatores para a garantia da estabilidade dessa forma farmacéutica

(KULKAMP et. al., 2009).

Tabela 12. Tamanho de particulas (nm), indice polidispersividade (Pdl) e potencial zeta (C ) das

formulacoes.

Lipossoma Diametro (nm) Pdi ¢ (mV)
Vazio 98 0,178 -5,550
cis-[Ru(bpy)2(S03)NO)]* 122 0,184 -15,000

Os valores apresentados correspondem a média + desvio padrao (n = 5).
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6.2.4 Ensaios de viabilidade celular

Os ensaios de viabilidade celular (MTT) para o ion complexo cis-
[Ru(bpy)2(SO3)NO)]" foram obtidos na auséncia estimulo luminoso. Estes
ensaios foram feitos em linhagens de células de melanoma B16/F10. A
citotoxicidade foi avaliada utilizando-se concentracdes de 107 - 10° M apds o

tratamento com MTT por 24h (Figura 66) e 48h (Figura 67).

100+

80+ T

60+

40

% de viabilidade celular

Figura 66. Viabilidade celular de B16/F10 obtidos por ensaios de MTT apods
tratamento 24h com cis-[Ru(bpy)»(SO3)NO)]" em solugdo tampéo pH =7,4, Células B16/F10
foram plagueadas em Wells de 96 (2x104 células/well) por 3 horas com concentragdo do ion

complexo cis-[Ru(bpy)2(SO3)NO)]* de 107 a 10°M. p <0,05 vs respectivos controles.
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Figura 67. Viabilidade celular de B16/F10 obtidos por ensaios de MTT apds 48h
tratamento com cis-[Ru(bpy),(SO3)NO)]" em solugéo tamp&o pH =7,4, Células B16/F10 foram
plagueadas em Wells de 96 (2x104 células/well) por 3 horas com concentragdo do complexo
cis-[Ru(bpy)»(SO;3)NO)" de 107 a 107M. p <0,05 vs respectivos controles.

6.2.5 Efeito do lipossoma “vazio” e do complexo encapsulado em
lipossoma
Os ensaios de citotoxicidade celular mostraram que concentragcbes da
ordem de 10° M propiciam morte significativa de células, determinada pela
diminuicao da viabilidade celular (Figuras 66 e 67). No entanto, € possivel
conseguir a diminuigao da viabilidade celular em concentragdes mais baixas de
complexo, através do encapsulamento do mesmo em lipossomas ultra-
flexiveis, sistema de liberagdo que provavelmente aumentaria a concentragao
do complexo que pudesse se difundir pela membrana celular.
Para determinar se a formulacdo lipossomal nao apresentaria
citotoxicidade, as células foram incubadas por 3 horas com lipossoma vazio, ou
seja, preparada sem o complexo. Os resultados sdo apresentados na Figura

68, e mostram que as vesiculas lipossomais sdo completamente inertes, do
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ponto de vista de toxicidade em células de melanoma B16F10. Foram testados

concentragdes de 25, 50, 75 e 100% de lipossoma “vazio” por pogo.
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Figura 68. Porcentagem de viabilidade celular apés incubagcdo com a formulagdo
lipossomal “vazia”. Os experimentos foram realizados no escuro, ou seja, sem irradiagao

luminosa com as células de melanoma B16F10.

Desta forma a citotoxicidade do complexo cis-[Ru(bpy)2(SO3)NO)]*
encapsulado em lipossoma foi avaliado (Figura 69). Claramente observa-se
diminui¢ao da viabilidade celular em fungcado do uso das mesmas concentragoes
do complexo, porém encapsulado em lipossoma. Aparentemente a barreira da
membrana celular é susceptivel a este tipo de sistema de liberagado de droga,
constituindo-se num procedimento adequado para se estabelecer uma relacao

adequada dose-resposta de complexo nitrosilo como agente anticancerigeno.
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Figura 69. Viabilidade celular de B16/F10 obtidos por ensaios de MTT apos
tratamento com cis-[Ru(bpy)»(SO3)NO)]* encapsulado em lipossoma, Células B16/F10
foram plagueadas em Wells de 96 (2x104 células/well) por 3 horas com concentragdo do

ion complexo cis-[Ru(bpy),(SO3)NO)]* de 107 a 10°M. p <0,05 vs respectivos controles.
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