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are not satisfied until you know the secret paths by which the sunshine and the air
achieve these wonders; if you wish to see the pattern which underlies one large field
of human experience and human measurement, then take up chemistry. (C. A.
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RESUMO

Complexos de ruténio (II) tem sido alvo de intensa pesquisa nas Ultimas décadas por
apresentarem grande potencial farmacol6gico para tratamento de diversas patologias, dentre
elas o cancer. Adicionalmente, compostos de coordenacdo contendo derivados imidazolicos e
ligantes do tipo NOx também se mostraram como sistemas promissores por sua versatilidade e
amplo espectro de aplicagdes terapéuticas (anticancerigena, bactericida, anti-hipertensiva, por
exemplo). Diante disso, esse trabalho tem por objetivo sintetizar novos complexos de férmula
geral cis-[Ru'(bpy).LiL2]™, onde bpy=2,2’-bipiridina, Li=2-metilimidazol (2-MIM) ou
etilenotioureia (ETU), Lo=CI", NO7, NO*. A caracterizagdo foi realizada através de técnicas
espectroscopicas (espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, espectrometria de
massas e espectroscopia eletrdnica), ressonancia magnética nuclear de *H, voltametria ciclica e
andlise elementar, sustentando as estruturas propostas. Os nitrosilo complexos sintetizados
foram entdo estudados quanto a sua capacidade de liberacdo de Oxido nitrico (NO°) sob
diferentes condicBes. O acompanhamento espectroscépico durante aplicacdo de potencial
elétrico e sob irradiagdo de luz azul (Amax=460 nm) indicou a formacdo de aquo-complexo,
sugerindo a liberacdo de NO°. cPTIO e Metmioglobina (Fe*") também foram utilizados como
sondas para deteccao de 6xido nitrico e evidenciaram a presenca de NO por irradiacdo de luz,
mas sugere a formacdo de nitroxil (HNO) através da reducdo com tidis (GSH e L-cisteina).
Titulagio espectrofotométrica mostrou que os compostos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** e cis-
[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** apresentam pH de conversdo NO'/NO; iguais a 5,67 e 6,28,
respectivamente. Testou-se também a reatividade dos nitrosilo complexos frente aos radicais
superoxido e hidroxila. Os resultados obtidos sugerem que ambos 0s compostos apresentaram
atividade antioxidante frente as espécies radicalares. Ensaios de citotoxicidade in vitro
mostraram que o0s nitrosilo complexos tem baixa agdo antineoplésica, mas 0s compostos cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM),]?* e cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]* apresentaram resultados promissores.
Contudo, as espécies cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** e cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]**, bem como
seus respectivos precursores, foram bastante efetivas em testes de relaxamento vascular,
demonstrando excelente atividade hipotensora. Em conjunto, esses resultados evidenciam a
sintese de novos candidatos a metalofarmacos com potencial aplicacdo como drogas

anticancerigenas e anti-hipertensivas.

Palavras-chave: Ruténio. Oxido Nitrico. Radicais Livres.



ABSTRACT

Ruthenium (I1) complexes have been under intense research in the last decades due to their high
pharmacological potential in the treatment of different diseases, especially cancer. Moreover,
coordination compounds containing imidazole derivatives and NOx-like ligands also have been
considered as promising systems, based on their versatility and wide range of therapeutic
applications (anticancer, bactericidal, antihypertensive, for example). Considering that, the
main goal of this work is synthetize new complexes with general formula cis-
[Ru"(bpy)2LiL2]™, where bpy=2,2’-bipyridine, Li=2-methylimidazole (2-MIM) or
ethylenethiourea (ETU), Lo=CI", NO7, NO*. The characterization was held using spectroscopic
techniques (vibrational spectroscopy in the region of infrared, mass spectroscopy and electronic
spectroscopy), *H nuclear magnetic resonance, cyclic voltammetry and elemental analysis,
agreeing with the proposed structures. The nitric oxide (NO°) releasing capability of the
synthetized nitrosyl complexes was evaluated under different conditions. The spectroscopic
monitoring during the application of electric potential and under blue light irradiation (Amax=460
nm) has indicated aquo-complex formation, suggesting NO° releasing. cPTIO and
Metmyoglobin (Fe®**) were also used as probes for nitric oxide detection and they evidenced the
presence of NO during light irradiation, but suggest the formation of nitroxyl (HNO) through
reduction with thiols (GSH and L-cysteine). Spectrophotometric titration has showed that
compounds  cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** and cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** presented
NO*/NO3 conversion pH value equal to 5,67 and 6,28, respectively. In addition, reactivity of
nitrosyl complexes facing superoxide and hydroxyl radicals was studied. The results suggested
that both compounds presented antioxidant activity against free radicals. In vitro cytotoxicity
assays showed that nitrosyl complexes have low antineoplasic effect, but the compounds cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM),]?* and cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]* showed promising results. However, the
species cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** and cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]**, and their respective
precursors as well, were very effective during vascular relaxament assays, demonstrating
excellent hypotensive action. Taken together, these results evidence the synthesis of new
candidates for metallopharmaceuticals with potential application as anticancer and

antihypertensive drugs.

Keywords: Ruthenium. Nitric Oxide. Free radicals.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer: conceitos e caracteristicas

Céncer, neoplasia ou tumor maligno sdo termos utilizados para designar um grupo
de doencas que tem como caracteristica comum a multiplicacdo rapida e desordenada das
células de um tecido.! Dentre as muitas definicdes ja utilizadas para descrever o neoplasma
como patologia, umas das mais aceitas o conceitua como “uma massa anormal de tecido cujo o
crescimento € excedente e descoordenado em rela¢do aos tecidos normais e que persiste de
maneira excessiva mesmo apos cessar o estimulo que provocou sua modificagdo.””? Esse ganho
de tamanho e massa tecidual ndo s6 é capaz de provocar danos a sua vizinhanca imediata através
da compressdo de nervos e vasos sanguineos e de processos inflamatdrios intensos, como
também pode espalhar-se por outros érgdos e iniciar novos focos tumorais, caracterizando o
fendmeno conhecido como metastase.™ 2 Independente disso, o cancer, se ndo diagnosticado e
tratado em tempo habil, gera perda progressiva das fun¢des normais do organismo levando-o a

Obito em questdo de meses.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, o cancer é a principal causa de
morbidade e mortalidade nos ultimos 3 anos, com o surgimento de 14 milhdes de novos casos
e 8 milhdes de Obitos por ano.®> Os 5 tipos de cancer com maior prevaléncia (Figura 1),
independente do sexo, a nivel mundial sdo pulméo (13%), mama (11,9%), colo retal (9,7%),
préstata (7,9%) e estdbmago (6,8%). Contudo, as estimativas de mortalidade revelam que as
malignidades de pulmao (19,4%), figado (9,4%), estdbmago (8,8%), colo retal (8,5%) e mama
(6,5%) lideram os numeros de ébitos, indicando que a incidéncia e a agressividade da doenca
ndo estdo necessariamente associadas.® 4 Além disso, 60% dos casos de tumores em todo o
mundo estdo concentrados na Asia, Africa e América Latina, sendo essas mesmas regides
responsaveis por 70% das mortes associadas ao cancer. A distribuicdo dos casos pelo mundo
apresenta uma expressiva regionalizacao para determinadas variacdes da doenca, indicando que
medidas de prevencéo e tratamento especificas devem ser empregadas de forma individualizada

e respeitando as especificidades em questdo.?

No Brasil, dados do Ministério da Saude (MS) mostram que no periodo entre

fevereiro de 2015 e fevereiro de 2016 foram registradas 813.678 internacOes decorrentes de
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diagndsticos de doengas elencadas no capitulo Il (neoplasias) da Classifica¢do Internacional de
Doengas (CID-10) e 68.108 (8,37%) desses pacientes hospitalizados foram a o0bito.
Adicionalmente, estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) e do MS indicam que
596.000 novos casos de pacientes com tumores foram diagnosticados em 2016, sendo as

maiores incidéncias de cancer de prostata, mama, estomago, trato respiratorio, célon e reto.®

Figura 1 — Indices de incidéncia e mortalidade de cancer por 100.000 habitantes a nivel mundial
em 2014.
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Fonte: adapatado de referéncia [3].

Apesar de a origem celular do céncer ja ser conhecida ha mais de 150 anos, em
funcdo do trabalhos de microscopia de Rudolf Virchow,” a origem molecular dessa doenca
ainda é intensamente discutida e pesquisada. Sabe-se hoje que o surgimento de neoplasias esta
relacionado primordialmente a defeitos na expressdo de genes que regulam positivamente e
negativamente a proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular. Esses segmentos do codigo
genético sdo conhecidos como proto-oncogenes, ou genes supressores de tumor, e apos
sofrerem modificagdes (delecBes, translocacdo, alteraces epigenéticas, por exemplo) passam
a ser chamados de oncogenes.! 8 Diversos fatores podem gerar mutagdes no DNA. Atualmente
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conhece-se um grande niimero de substancias quimicas, denominadas carcingenos,® capazes
de alterar o material genético, tais como radicais livres, derivados de nucleotideos e
intercaladores de &cidos nucleicos.® 1° Fatores fisicos também podem danificar genes, levando
a formacéo de tumores. Radiacdo eletromagnética de alta energia (ultravioleta, radiacdo gama,
raios X) sdo capazes de romper ligagdes quimicas na cadeia de DNA, causando mutacdes.* °
Além disso, agentes bioldgicos como virus e bactérias ja foram relacionados ao aparecimento
de neoplasias, devido a possibilidade desses microrganismos em integrar o préprio material
genético ao do hospedeiro. O papilomavirus humano (HPV) e o virus da hepatite B tem a
capacidade de atravessar a membrana nuclear, associar sua molécula de &cido nucléico ao da
celula infectada e levar ao surgimento de céncer cervical uterino e hepatocarcinoma,

respectivamente.t 2

Atualmente, sdo utilizadas diversas estratégias para o tratamento de neoplasmas.
Radioterapia, quimioterapia e intervengdes cirurgicas sdo as principais modalidades
terapéuticas em uso e juntas sdo responsaveis por mais de 50% dos casos tratados com
sucesso.! Nos ultimo anos, novas terapias tem sido introduzidas no rol de métodos de combate
ao cancer, tais como o0 uso de anticorpos monoclonais, agentes anti-angiogénicos e
viroterapia.'* 2 Contudo, mesmo com o constante melhoramento do arsenal terapéutico
disponivel, faz-se ainda necessaria intensa pesquisa no desenvolvimento de novas drogas
capazes de tratar eficientemente os tipos mais agressivos de tumores, além de minimizar os
efeitos adversos para o paciente. Nesse sentido, os farmacos baseados em complexos de

coordenagdo tém se mostrado como uma alternativa promissora.

1.2 Metalofarmacos no tratamento de neoplasias

Medicamentos baseados em complexos de coordenacdo tem sido extensivamente
pesquisados nos Ultimos anos como estratégia para o tratamento tanto de patologias infecciosas
como de doencas ndo-transmissiveis.’*’ No caso da terapia contra o cancer, as metalodrogas
trouxeram uma significativa contribuicdo para o arsenal terapéutico com o desenvolvimento
dos complexos de platina (Figura 2), dentre os quais a cisplatina, a carboplatina, a oxaliplatina
e a satraplatina.'® Tais substancias apresentaram grande sucesso no tratamento de tumores de
testiculo, ovario, pescoco e cabeca,® o que levou os pesquisadores a focarem seus esforgos na

sintese de compostos analogos com o mesmo centro metalico. Contudo, as multiplas reacdes
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adversas desencadeadas pelos derivados platinicos, tais como neurotoxicidade, dano renal e
desenvolvimento de resisténcia,'®2! redirecionaram as pesquisas para a busca de novas drogas
baseadas em outros metais, como ouro, titanio, vanadio, 6smio, cobre, entre outros.?>2* Além
destes, metalofarmacos contendo ruténio tem se mostrado bastante promissores nessa e em

outras aplicagoes.

Figura 2 — Metalodrogas de platina e ruténio.

o 0]
H3N ///h' “‘\\\CI COO//I[,' ‘\\\\NHg N \ )\\
‘Pt Pt Pt
HoN ' e, coo® WnH, iy \
H2 o
. . . N @)
Cisplatina Carboplatina Oxaliplatina

[NH [NH
P 2
N NH CI;”‘RN/ . T / NH
CI/['.Rl ‘\\\CI 1/ ~ l'l.Rlu.\\\\ CI/['.RU‘\\\Cl +/
u N v W N
CI( | NG ” Cl 'L \CI HN .z CI( 'L Cl H
s Mo |F ,
HaC PR ¢
HaC® © HN J
NAMI-A KP418
KP1019

Fonte: elaborado pelo autor

Complexos metalicos de ruténio com finalidade terapéutica vém sendo alvo de
intensa pesquisa nas ultimas trés décadas em razao de suas propriedades compativeis com 0 uso
medicinal.?> Dentre elas, pode-se citar: presenca de até seis sitios de coordenagdo (geometria
octaédrica), estabilidade em diferentes estados de oxidacao (I, 111) sob condicdes fisioldgicas,
baixa toxicidade, possibilidade de aplicacdo em terapia fotodinamica, além de sua similaridade

com o elemento ferro no que diz respeito ao seu metabolismo em sistemas bioldgicos.? 28

Os primeiros compostos de coordenacao contendo ruténio a apresentarem atividade
antitumoral in vitro foram os complexos fac-Ru(NH3)3Cls e outros derivados contendo o ligante
amino, analogos a cisplatina.?? Contudo, devido a problemas de solubilidade e outras
incompatibilidades farmacéuticas, esse tipo de sistema teve de ser abandonado. Pouco tempo
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depois, complexos derivados do sistema trans-RuCl,(DMSQ)s apresentaram 0s primeiros
resultados equiparaveis aos compostos de platina: surgiam as espécies [H.im]{trans-
[RuCls(DMSO)(Him)]} (NAMI-A), [Hzim]{trans-[RuCls(Him)2]} (KP418) e [H2ind]{trans-
[RuCls(Hind)2]} (KP1019).1® 25 27 Tais complexos (Figura 2) apresentaram propriedades
bastante diversificadas, que destoavam daquelas apresentadas pela cisplatina e seus similares.
O composto NAMI-A, por exemplo, mostrou-se de grande eficacia contra metastases, apesar
de ser pouco ativo contra tumores sélidos.?® Além disso, os mecanismos envolvidos na ac&o
farmacologica dessas espécies parecem nao envolver ligagdo com DNA, diferindo da rota de
acao proposta para as metalodrogas em uso naquele momento. Tem sido reportado que a
atividade antimetastatica e antiangiogénica do NAMI-A se da, em parte, pela sua atuagdo como
capturador de oxido nitrico (NO), enquanto KP1019 é capaz de interagir com proteinas do

epigenoma, interferindo na replicacio do material genético.?: 29

As caracteristicas de um complexo de coordenagdo ndo sdo exclusivamente
dependentes do centro metalico, mas sdo moduladas pelos ligantes coordenados a ele. No caso
dos metalofarmacos, esse fato tem grande relevancia, visto que, através da mudanca dos ligantes
na esfera de coordenacdo, pode-se fazer o ajuste fino das propriedades desejaveis para uma
espécie com acdo farmacoldgica especifica. Além disso, pode-se fazer uso da acdo catalitica ou
das propriedades redox do atomo central para promover reacdes que ativem o ligante (pro-
farmaco) ou ainda que o labilize, liberando-o em um local de interesse no organismo e
promovendo uma agéo especifica.'® 2° Algumas dessas espécies sdo descritas em maior detalhe

nas segdes a seguir.

1.3 Ligantes N-heterociclicos: derivados piridinicos e imidazolicos

Ligantes N-heterociclicos estdo entre 0s compostos organicos mais versateis
utilizados em quimica de coordenagdo. Visto que podem ser arométicos ou alifaticos,
constituidos por anéis conjugados ou ndo e ainda possuir diferentes tipos de substituintes em
posicdes variadas, esse tipo de ligante vem sendo extensivamente estudados em combinacao
com diversos centros metalicos.*® Adicionalmente, sdo adequados a retrodoacio de densidade
eletronica, pois possuem orbitais pr antiligantes vazios além de, em geral, possuirem pares de
elétrons disponiveis para a formacéao de ligagdes fortes, estabilizando metais em baixo estado

redox.3!
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Complexos de ruténio (II) contendo ligantes N-heterociclicos do tipo
(poli)piridinicos apresentam aplicacdes diversas. Catalise,3? 3 fotoquimica,* medicina® ° sdo
alguns exemplos de areas nas quais esse tipo de composto tem sido intensivamente estudado.
Tem se observado que essa classe de ligantes ndo sé estabiliza eficientemente o centro metélico,
como também modula as propriedades redox dos complexos inorganicos e permite que esses

mimetizem a agdo de algumas biomoléculas.?® %’

Compostos imidazolicos constituem outro conjunto de ligantes N-heterociclicos
que apresenta grande importancia. Apesar de serem espécies, em geral, estruturalmente simples,
ja foram identificadas diversas aplicagdes para derivados do imidazol, tais como: catélise,
desenvolvimento de explosivos, resisténcia a corrosdo, bem como aplicagdes medicinais.®
Nesse Ultimo caso, percebe-se a grande versatilidade desses compostos, visto que derivados
imidazdlicos sdo utilizados na préatica clinica como drogas anticancerigenas, antifingicas,
antiparasitarias, anti-histaminicas, antineuropaticas, bactericidas, anti-inflamatdria, antiviral e

anti-hipertensiva.®® Exemplos desses compostos estdo ilustrados na Figura 3.

Figura 3 — Exemplos de compostos imidazélicos com acdo farmacoldgica conhecida.
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Fonte: adaptado de referéncia [40].

AZATIOPRINA
(ANTINEOPLASICO)

-

Cl

ORNITAZOL
(ANTIBACTERIANO)

MEGAZOL
(ANTIPARASITARIO)

/\ N—CH,

S N
H,C HN—CN

A

HN N

CIMETIDINA
(ANTIHISTAMINICO)



29

No caso especifico da sua agdo antitumoral, o grupo imidazol atua geralmente
interferindo na sintese do DNA por meio de interacGes fracas, tais como ligacdo de hidrogénio
e empilhamento pi (n-x stacking), inviabilizando o crescimento e a divisao celular. Além disso,
esses compostos também podem se ligar eficientemente a proteinas que ja sao
reconhecidamente alvos moleculares de interesse no tratamento de tumores. Inibicdo da
atividade de proteinas da familia das topoisomerases, interrupcdo da polimerizacdo de
microtubulos, inibicdo de enzimas da familia citocromo ¢ P450 e RAF quinase, supressao da
acdo do TGF-B e farnesiltransferases sdo exemplos de mecanismos estabelecidos para a

atividade antitumoral de compostos imidazolicos.®

1.4 Oxido nitrico

O dxido nitrico € amenor molécula inorganica contendo nitrogénio e paramagnética
conhecida. Na natureza, apresenta-se como um gas incolor (P.E. = -151,7 °C) e
termodinamicamente instavel (AG® = 86,57 kJ mol™?), sendo decomposto a nitrogénio e
oxigénio gasoso quando em elevadas temperaturas. Nas condigdes normais de temperatura e
pressdo (25 °C e 1,0 atm), apresenta baixa solubilidade em meio aquoso (aproximadamente 2,0
mmol L?1). Devido ao caréater lipofilico de sua molécula, o NO mostra maior solubilidade em
solventes apolares, sendo de 6 a 8 vezes maior em relacdo & agua.*® Observando sua estrutura
de Lewis, verifica-se prontamente a existéncia de um elétron desemparelhado em sua camada
de valéncia, o que faz a molécula de déxido nitrico ser considerada formalmente como um
radical. Apesar disso, ndo € detectado pela técnica de ESR a temperatura ambiente, uma vez

que sofre dimerizagéo.*

Até meados da década de 1970, o NO era conhecido somente como uma espécie
inorganica instavel, a qual havia sido identificada como um perigoso poluente atmosférico,
sendo um dos responsaveis pelo smog fotoquimico.*® Contudo, esse panorama mudou quando
os trabalhos de Ignarro, Furchgott e Murad levaram a identificacdo do Fator Relaxante derivado
do Endotelio (EDRF) como sendo o Oxido nitrico. A descoberta que inicialmente foi alvo de
diversas criticas e davidas, rendeu, alguns anos depois, o Prémio Nobel de Medicina e
Fisiologia aos 3 pesquisadores e revolucionou o entendimento dos mecanismos de sinalizacdo

enddgena envolvendo pequenas moléculas inorganicas.*?
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Desde entdo, além de ser reconhecido como um dos fatores mais importantes na
regulacdo da pressdo sanguinea, uma serie de outras funcdes fisioldgicas foram identificadas
para o 6xido nitrico. Dentre essas, pode-se destacar a participacdo em processos inflamatorios
(com acdo bactericida e pro-apoptdtica), inibicdo de agregacdo plaquetaria, transmissdo do
impulso nervoso, protegédo do sistema cardiovascular, controle da proliferacdo e diferenciacao

de células tronco, entre outras atribuigdes.*® 43

No natureza, NO é produzido pela reacdo entre nitrogénio e oxigénio molecular na
presenca de descargas elétricas. Endogenamente, nas condigdes fisioldgicas, essa espécie é
gerada através da reagdo de oxidacdo do aminoacido L-arginina em meio aerobio (Figura 4),
sendo catalisada por uma classe de enzimas denominada Oxido Nitrico Sintase (NOS). Existem
3 isoformas conhecidas de NOS: endotelial (eNOS), que regula a pressao sanguinea; induzida
(iNOS), presente nos macrofagos e neutrdfilos e contribui para o oxidative burst; neuronal
(nNOS), que produz NO na fenda sinaptica.*® 4> 4 Essas isoenzimas diferem nio somente no
propdsito para o qual o 6xido nitrico é produzido, mas também na sua localizacdo no organismo

e nas condicdes em que sio expressas e ativadas.*®

Figura 4 — Reacdo de sintese do 6xido nitrico a partir do aminoacido L-arginina, catalisada pela

enzima NOS.
NH, HO NH, 0
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NH NH NH
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Fonte: adaptado de referéncia [41].

Dentre os diversos alvos biologicos do ¢xido nitrico, a isoforma soltvel da enzima
guanilato ciclase (sGC) é um dos mais importantes, visto que, até 0 momento, é o receptor
identificado mais sensivel a essa espécie.*3#¢ Além disso, essa proteina é parte essencial do
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principal mecanismo fisioldgico de regulacdo da pressao arterial (Figura 5), através do controle
do tdnus da musculatura dos vasos sanguineos. A resposta autbnoma tem inicio com o estimulo
parassimpatico através de uma descarga de acetilcolina no endotélio. A despolarizacdo provoca
o influxo de fons célcio (Ca?*) para o interior da célula endotelial, ativando a eNOS. Uma vez
em atividade, a enzima produz NO em baixas quantidades, mas suficientes para difundir-se até
a tecido muscular liso do vaso e ativar a sGC. Essa, por sua vez, catalisa a converséo de
guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclica (cGMP). O cGMP atua como
segunda mensageiro ativando a proteinocinase (PKG) que aciona mecanismos 0s quais reduzem

a concentracio citoplasmatica de calcio, provocando o relaxamento da musculatura.*’

Figura 5 — Participagdo do oOxido nitrico nas vias celulares de sinalizacdo responsaveis pelo

relaxamento vascular.
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O oxido nitrico também esta intimamente envolvido com a atividade tumoral e
carcinogénese. Estudos relatam que a molécula de NO pode estar relacionada com os eventos
de iniciacdo, promogcéo, progressdo, metastase e angiogénese,*® “° o que faz essa espécie ser
considerada formalmente como uma substancia carcinogénica. Contudo, outros estudos
sugerem que o 6xido nitrico tem relevante participacdo como mediador anti-inflamatério, além
de estimular o processo apoptético em tecidos malignos,*® % tendo, portanto, agéo antitumoral.
Diante disso, fica evidente que o 6xido nitrico exerce um papel bimodal no que diz respeito ao
surgimento e ao combate de células tumorais. As consequéncias da presenca do NO em um
tecido seréo fortemente influenciadas pela duracdo da exposi¢do, 0 microambiente celular, o
estagio do ciclo celular, a prevaléncia de agentes redutores e oxidantes, bem como pela
concentragdo de Oxido nitrico.®® Acredita-se que concentragdes abaixo de 100 nmol L*
estimulam a angiogénese e promovem metastase enquanto quantidades maiores que 400 nmol

L! sdo citotoxicas e estimulam a apoptose.*® 5t

Considerando a vasta importancia fisiologica e patologica do oOxido nitrico, é
crescente o interesse por drogas capazes de liberar NO controladamente no meio biologico.
Atualmente, dispbe-se de compostos organicos e inorganicos com essa finalidade para
tratamento de hipertensdo arterial emergencial, mas 0s mesmos apresentam inconveniéncias
que limitam seu uso.*’ Desenvolver farmacos que aproveitem o potencial farmacoldgico dessa

espécie constitui uma das linhas de pesquisa mais importantes da atualidade.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A busca por novas moléculas com propriedades medicinais frente a patologias de
alta prevaléncia tem direcionado os pesquisadores para 0s complexos de coordenacdo como
alternativas terapéuticas promissoras. Combinando a agdo farmacoldgica de ions metalicos com
a de espécies como o 6xido nitrico e modulando suas atividades através da mudanca dos ligantes
auxiliares, torna-se possivel o design planejado de novos compostos com elevada eficiéncia

para o tratamento de diversas doencas.

Esse trabalho é parte de uma linha de pesquisa em desenvolvimento no grupo de
Bioinorganica da UFC, que busca sintetizar compostos de coordenacao baseados em ruténio,
contendo o ligante nitrosil, capazes de interagir com a isoforma soltvel da enzima guanilato
ciclase e que tenham potenciais aplicagbes em sistemas biol6gicos atuando como
vasodilatadores, imunomoduladores, antineoplasicos, antioxidantes, entre outros. Nesse intuito,
optou-se por desenvolver novos compostos derivados do sistema cis-bisbipiridina de ruténio
(11), o qual apresenta consideravel estabilidade redox,> propriedades fotofisicas desejaveis®® e
ja tem sido utilizado com sucesso na sintese de potenciais candidatos a metalofarmacos.> > A
fim de aprimorar as propriedades farmacoldgicas desse sistema, deseja-se coordenador ligantes
imidazolicos ao centro metalico, uma vez que esse tipo de composto compBe 0 grupo

farmacoférico de diversas drogas conhecidas e de grande sucesso na pratica terapéutica.
Os objetivos especificos desse trabalho sdo:

e Sintetizar complexos do tipo cis-[Ru(bpy)2(L)NO]™ , onde: bpy= 2,2’-
bipiridina; L=2-metilimidazol (2-MIM) ou etilenotioureia (ETU);

e Realizar a caracterizacdo estrutural dos complexos através das tecnicas de
espectroscopia eletrénica na regido do ultravioleta e visivel, espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho, voltametria ciclica, ressonancia
magnética nuclear de H, espectroscopia de massas e analise elementar;

e Estudar a reatividade dos complexos frente a redugdo quimica, eletroquimica e
fotoquimica;

e Determinar a capacidade dos nitrosilo complexos em atuar como liberadores de
NO/HNO sob diferentes condigdes;

e Auvaliar a atividade antioxidante dos complexos frente a radicais de interesse

bioldgico;
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e Determinar o potencial farmacoldgico dos complexos como agentes

antitumorais e vasodilatadores;

Figura 6 — Estruturas propostas para os complexos sintetizados nesse trabalho (cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)CI]*, cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2]*, cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]", cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)(NO2)]*, cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** e cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]**) e seus
respectivos codigos.

FORO711A FORO0811A FORO0811B

Fonte: elaborado pelo autor
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3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Atmosfera inerte

Nos experimentos em que foi necessaria atmosfera livre de oxigénio, utilizou-se
argbnio de procedéncia White Martins. Este foi tratado para remover tracos de oxigénio e agua
presentes no gas comercial em um sistema constituido de colunas contendo silica gel, cloreto
de calcio e catalisador BTS-R-11.9 (Fluka Chemika).

3.2 Agua e solventes organicos

Utilizou-se agua ultrapura (resistividade aproximada de 18 MQ cm a 25 °C) tratada

usando o equipamento Direct-Q 3 UV Water Purification System (Millipore)

Metanol, etanol, N,N-dimetilformamida e éter etilico de procedéncia Synth foram
utilizados sem tratamento prévio. Metanol, etanol e acetonitrila grau HPLC de procedéncia

TEDIA também foram usados como fornecidos.

3.3 Reagentes

RuClsz.x H20 (99%), fornecido por Precious Metals Online. 2,2’-bipiridina (99%),
2-metilimidazol (98%), 2-imidazolidinetiona (98%), NaNO2 (99%), acido nitriloacético (99%),
suspensdo de catalase extraida de Aspergillus niger, citocromo c extraido de coracéo equino,
mioglobina de musculo esquelético equino, L-glutationa reduzida (>98%), L-cisteina (97%),
FeCls.6H2O (98%), D-2-deoxirribose (97%), NaH2POs (99%), Na;HPOs (99%), NH4PFg
(99%), solucdo de HPFs (55%), Hipoxantina (99%), fornecidos por Sigma-Aldrich. KBr grau
espectroscopico, H202 (30%), LiCl (98%) fornecidos por VETEC. H2SO4 (98%), NaOH (97%),
NaNO; (98%), 4cido citrico monoidratado (98%) fornecido por Synth. Acido Tiobarbiturico
(98%) fornecido por Alfa Aesar. cPTIO (2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-

oxil-3-0xido sal de potéssio) fornecido por Santa Cruz Biotechnology. Solucdo de HTFA PA
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fornecido por TEDIA. Acido tricloroacético grau analitico, suspensdo de xantina oxidase
extraida de leite bovino fornecidos por SERVA. Todos os reagentes foram usados sem

procedimento adicionais de purificaco.

3.4 Oxido nitrico (NO)

Oxido nitrico foi gerado pela reagdo entre nitrito de sodio e acido sulfdrico 1,0 mol
L1, descrita segundo o equilibrio (equagdo 1) abaixo.>® Fez-se o gas passar por solugdo saturada

de NaOH e por &gua deionizada a fim de remover eventuais tragos de acido.

— + N
ZNOZ (aq) + ZH(aq) - ZHNOZ(g) - NO(g) + NOZ(g) + HZO(I) (1)

3.5 Equipamentos e Instrumentacéo

3.5.1 Espectrometria de massas

Os dados foram obtidos através de espectrdmetro de massa de alta resolucédo
equipado com uma fonte de ionizacdo por eletrospray por infusdo direta operando no modo
positivo ESI(+) — EM, sob as seguintes condicfes: tensdo de pulverizagdo 3,0 kV; potencial
capilar, 30 V; potencial da lente do tubo, 100 V; temperatura Capilar, 280 °C, e uma taxa de
fluxo de 10 pL min™. Os dados foram registados em modo EM completo em ESI (+) utilizando
uma faixa de m/z 100 a 1700. Os espectros de massa foram o resultado de mais de 10 microscans
e processados atraves do software Xcalibur. Foram retiradas aliquotas de 1 puL da amostra e
diluidas em 1 mL de acetonitrila. As analises foram realizadas no Laboratério ThoMSon de

Espectrometria de Massas, localizado na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
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3.5.2 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

Os espectros dos compostos foram obtidos a partir de amostras dispersas em
pastilhas de KBr (Brometo de potéassio) e utilizando-se um Espectrofotdmetro de Infravermelho
com transformada de Fourier — FTIR, marca ABB — Bommen, modelo FTLA2000-102,
apresentando uma janela espectral de 400 a 4000 cm™. Os valores das frequéncias foram obtidos
através da leitura direta nos espectros vibracionais, fazendo-se as devidas correcoes das linhas

de base.

3.5.3 Espectroscopia Eletrénica de Absorcdo na Regido do Ultravioleta e Visivel

Os espectros eletrdnicos, nas regides do visivel e do ultravioleta, foram obtidos em
um espectrofotdbmetro Hewlett-Packard, modelo 8453 Diode-Array. As amostras foram
analisadas em solucdo utilizando célula de quartzo retangular de caminho 6ptico de 1,0 cm. As
medidas das absorbancias foram efetuadas pela leitura direta dos espectros, usando-se como

branco o respectivo solvente.

3.5.4 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas em sistema eletroquimico modelo EC
Epsilon (BASI), a temperatura ambiente, usando-se uma célula de trés eletrodos: carbono
vitreo, Ag/AgCI e platina como eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar, respectivamente.
Os experimentos foram realizados com solugéo de trifluoracetato de sodio (NaTFA) 0,1 mol
L1, pH=3,0 como eletrdlito de suporte, sendo esse previamente deaerado por 20 minutos antes

das medidas.

3.5.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H) foram obtidos
no espectrdmetro AVANCE DPX 500 Bruker 500 MHz. As medidas foram realizadas em

solucgéo de acetona ou DMSO deuterados, conforme a necessidade.
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3.5.6 Procedimentos sintéticos em reator micro-ondas

As sinteses dos complexos cujas reacdes necessitam de aquecimento foram
otimizadas em reator micro-ondas CEM Discover Labmate 300 W, utilizando sistema aberto
(open-vessel) no modo de poténcia fixa (fixed power), predefinindo a poténcia e ajustando o

tempo de irradiacdo conforme a necessidade.

3.5.7 Condutividade molar

Medidas de condutividade molar foram realizadas em condutivimetro da marca
QUIMIS modelo Q795M2. Solugdes dos complexos na concentragdo de 1 mmol L foram

preparadas em acetonitrila e tiveram sua condutividade medida diretamente.

3.6 Ensaios de reatividade

3.6.1 Determinacao da constante de equilibrio

A determinacdo da constante de equilibrio para a reacdo (equacao 2)

cis — [Ru(bpy),L(NO)]™* 4+ 20H™ = cis — [Ru(bpy),L(NO,)]®2* + H,0 (2)
A B

Foi efetuada espectrofotometricamente, através de metodologia descrita na literatura.>” O
complexo foi dissolvido em solugdo de HTFA 0,1 mol L e titulado com solugéo saturada de
NaOH. Acompanhou-se a mudanga espectral conforme houve variagdo do pH da solugéo. A

constante de equilibrio foi determinada pela equacao 3:

2pOH = _pKeq + log (A — Ab)/(Aa —A) (3)
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Onde: As=absorbancia da espécie A; Ap = absorbancia da espécie B; A=absorbancia da mistura.

3.6.2 Acompanhamento espectroscépico sob eletrdlise a potencial controlado

Solugdes dos complexos na concentracdo de 80 pumol Lt foram preparadas
utilizando solugdo de HTFA 0,1 mol L™, pH=3,0. Em uma célula de quartzo de caminho 6ptico
de 0,1 cm foram acomodados um eletrodo de trabalho de platina em mini-grade, um eletrodo
auxiliar de platina e um eletrodo de referéncia Ag/AgCl. Aplicou-se potencial a -200 mV

durante 150 minutos e acompanharam-se as mudancas espectroscopicas.

3.6.3 Acompanhamento espectroscopico sob irradiacao com luz azul

Solugdes dos complexos na concentracido de 80 pmol L foram preparadas
utilizando solucdo de HTFA 0,1 mol L, pH=3,0. Essas foram acondicionadas em célula de
quartzo de caminho éptico de 1,0 cm, a qual foi irradiada em reator fotoquimico produzido em
nosso laboratorio (Me. José Marcos da Silveira Carvalho) contendo dois arranjos de 24
lampadas de LED azul (Amax=460 nm), totalizando 2,19 W de poténcia (Figura 7). As solugdes

foram irradiadas em intervalos progressivos totalizando 100 minutos de exposicao a luz.

Figura 7 — Reator fotoquimico utilizado no estudo de fotolise com luz visivel.

Fonte: elaborado pelo autor
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3.6.4 Ensaios para deteccdo de NO/HNO

A capacidade dos nitrosilo complexos em atuar como liberadores de NO/HNO foi

avaliada utilizando cPTIO e mioglobina oxidada (Mb-Fe'"

ou met-Mb). As medidas foram
obtidas em tamp&o fosfato 0,1 mol L%, pH 7,4, em um espectrofotdmetro Varian, modelo Cary
5000 UV/Vis-NIR. Utilizou-se cubeta de plastico de caminho 6tico igual 1,0 cm e janela

espectroscopica de 300 a 800 nm. Os experimentos foram realizados a 25 °C.

Como forma de promover a liberacdo de NO/HNO foram utilizados irradiagdo com
luz azul (através do reator fotoquimico descrito anteriormente), L-glutationa reduzida e L-

cisteina em diferentes concentraces.

3.6.5 Reatividade com radical superdxido

A atividade antioxidante dos complexos foi avaliada frente ao radical superoxido
utilizando metodologia descrita na literatura.>® O &nion superoxido foi gerado enzimaticamente
pela reacdo entre hipoxantina e a proteina xantina oxidase. Solucao de fosfato de sédio (pH=7,4;
1=0,1 mol L) foi utilizada como tamp&o. Manteve-se a temperatura constante a 25 °C e a
producio de 4cido trico (Amax=290 nm, £ = 9183 L mol™* cm™) foi monitorada como controle
positivo da reacdo.>® A deteccdo do radical foi realizada utilizando-se citocromo ¢ (Amax=550

nm, € =21.000 L mol™* cm™) como sonda.®°

O célculo de constante de velocidade aparente para a reacdo entre os complexos e

o superéxido foi realizado através da equacéo 4, exposta a seguir.>®

( %Cap

1_%Cap) X Ky X Ceit—c = Ky X Cruno (4)

Onde: %Cap: porcentagem de captacdo do radical ((AbScontrole — AbSreacso)/AbScontrole); Ceit-c:

concentragdo de citocromo c; Cruno: concentragcdo de complexo; ki: constante aparente de
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velocidade da reacdo entre citocromo c e superdxido; ko: constante aparente de velocidade da
reacdo entre o composto testado e superoxido.

3.6.6 Reatividade com radical hidroxila

Analisou-se a atividade antioxidante dos nitrosilo complexos frente ao radical
hidroxila através de metodologia descrita na literatura.%: 62 A espécie radicalar foi gerada
através da reacdo de Fenton, na qual o complexo de Ferro (I11) e &cido nitriloacético catalisam

a quebra homolitica do peréxido de hidrogénio.®®

A deteccdo e quantificacdo foram realizadas utilizando-se D-2-deoxirribose, a qual,
apos reagir com o radical a 37 °C (tempo de incubacdo de 60 minutos), forma malondialdeido
como produto principal. Esse, na presenca do cromdgeno (misturas de acidos tiobarbitdrico e
tricloroacético), apds aquecimento a 95 °C (tempo de incubacdo de 5 minutos), forma um
complexo colorido, sendo detectado espectrofotometricamente (Amax = 532 nm, € = 155.000 L

mol* cm™). Soluc&o de fosfato de sédio (pH=7,4; u=0,1 mol L) foi usada como tampao.

O célculo da constante de velocidade para a reacao entre os complexos e o radical
hidroxila foi realizado através da equacéo 5, descrita abaixo.%*

( %Cap

1_%Cap) XKa X Cp-2-p = Kp X Cruno ()

Onde: %Cap: porcentagem de captacdo do radical ((AbScontrole — AbSreacio)/AbScontrole); Cp-2-p:
concentragdo de D-2-deoxirribose; Cruno: concentragdo de complexo; ka: constante aparente de
velocidade da reacdo entre D-2-deoxirribose e radical hidroxila; kp: constante aparente de

velocidade da reacédo entre o composto testado e radical hidroxila

3.7 Modelagem Molecular



42

3.7.1 Célculos quanto-mecéanicos

Célculos computacionais foram realizados no Centro Nacional de Processamento
de Alto Desempenho em S&o Paulo (CENAPAD SP) localizado na Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). Utilizou-se os softwares GaussView 5.0%° para geracéo dos inputs e 0
Gaussian09%¢ para execucgdo dos calculos em maquinas disponiveis em um ambiente I1BM
Power 750 Express Server. A otimizacgéo das geometrias dos complexos foi realizada utilizando
Teoria do Funcional de Densidade (DFT), por meio do funcional hibrido B3LYP (restrito).5”-5
Usou-se como conjunto de bases LANL2DZ® ™ para descrigdo do atomo de ruténio e 6-
31G(d)" para os demais atomos. A qualidade das otimizacdes foi atestada pela auséncia de
frequéncias negativas nas simulacfes dos espectros vibracionais.

SimulagGes envolvendo a presenca de solvente foram efetuadas com o uso do
modelo de solvatagdo polarizada continua (PCM),” nas quais foram utilizadas agua ou
acetonitrila como solventes. Os espectros eletronicos tedricos foram simulados através de
Teoria do Funcional de Densidade Dependente do Tempo (TD-DFT),” também utilizando o
funcional B3LYP e o conjunto misto de bases citado anteriormente.

Determinagdo dos valores de contribuicdes percentuais de orbitais bem como
analise das transictes eletronicas foram efetuadas utilizando os softwares Chemissian 4.23 e

GausssSum 3.0.76

3.7.2 Docking molecular

Calculos de docking molecular foram realizados frente a diferentes alvos de
interesse bioldgico, os quais sdo: albumina humana, timidilato sintetase, ribonucleotideo
redutase, histona deacetilase, catepsina B, topoisomerase Il, tiorredoxina redutase, BRAF
quinase, proteina do cerne do nucleossomo, DNA girase, DNA dupla hélice e DNA G-
quadruplex. As estruturas dessas biomoléculas foram obtidas do Protein Data Bank (PDB),’’
sendo designadas pelos identificadores 1BMO, 2G8D, 4R1R, 3C0Z, 1CSB, 1QZR, 1H6V,
3Q4C, 3MNN, 1AJ6, 4JD8 e 2L7V, respectivamente. Para os complexos, utilizaram-se as
estruturas com geometria otimizada em agua, conforme descrito na secéo anterior.

Antes da realizagdo do docking, todas as estruturas foram devidamente preparadas
usando o software Autodock Tools 1.5.6,® de acordo com procedimento ja descrito.”
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Hidrogénios polares foram adicionados, heteroatomos e moléculas de 4gua foram removidas,
calcularam-se cargas de Kollman para os atomos de C, H, N, O, S e atribuiu-se manualmente
as cargas para os demais elementos.

Os calculos de docking foram realizados utilizando o software Autodock 4.278,
seguindo protocolo de blind docking previamente validado.® 8 Desenhou-se a grid box de
forma a cobrir a superficie de toda biomolécula e definiu-se o espagamento em 0,55 Angstrons.
Os calculos foram conduzidos com o uso de Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA). Para 0s
parametros de busca definiram-se o ndimero de corridas em 100, populacdo igual a 250
individuos e em 20000000 o nimero de avaliacOes de energia. Para os parametros de docking
foram definidos a translacdo em 2,0 A, quaternifo e torsdo em 50°. Para todos os demais
parametros foram utilizados os valores padrao.

Para avaliacdo dos resultados, considerou-se a localizacdo e geometria de mais
baixo valor de energia livre total. As imagens desses resultados foram geradas por meio do
software Pymol 1.8.8

3.8 Ensaios farmacoldgicos

3.8.1 Citotoxicidade in vitro

A determinacdo do potencial citotoxico foi realizada no Departamento de
Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC, atraveés do método do MTT. As linhagens
tumorais utilizadas HCT-116 (célon - humano), SF-295 (glioblastoma - humano) e HL60
(Leucémica) foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo sido cultivadas em
meio RPMI 1640, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos, mantidas
em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO». As amostras foram solubilizadas em agua

milli-Q e testadas numa concentracio final Gnica de 5 pg.mL™.

Para realizacdo deste ensaio inicialmente as células foram plagueadas na
concentragdo 1 x 10* para a linhagens SF 295, HL — 60, 6 X 10° e 7 x 10* cél.mL™? para a
linhagem HCT-116 em placas de 96 pocos, e entdo incubadas com as substancias por 72 horas

em estufa a 5% de CO, a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas e o
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sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solucdo de MTT (sal de
tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. Ap6s a incubacdo as placas foram novamente
centrifugadas para retirada da solucdo de MTT. A absorbancia foi lida ap6s dissolucdo do
precipitado de formazan com 150 puL de DMSO puro em espectrofotémetro de placa (Beckman
Coulter Inc., modelo DTX-880) a 595 nm.

Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da média
(DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o programa GraphPad

Prism5.

3.8.2 Avaliacéo da reatividade vascular

A atividade vascular dos complexos foi avaliada pela medida da contratilidade da
artéria aortica isolada de camundongo. Para o isolamento do 6rgdo, os animais foram
anestesiados por tribromoetanol (250 mg.Kg?, i.p.), e, em seguida, procedeu-se toracotomia
para a exposicdo e remoc¢do da aorta toracica e sua posterior. A aorta foi segmentada em anéis
vasculares (5 mm) que foram colocados em clipes metalicos triangulares conectados por um fio
de algodao ndo elastico a um gancho. Estes foram montados horizontalmente em banhos de 5
mL de capacidade em solucdo nutridora de Krebs-Henseleit (37 °C; pH 7,4; aerada com 95%
02 e 5% COy).

A tensdo isométrica dos experimentos foi mensurada por um transdutor de tensao
(MLTO0201, ADInstruments, Espanha), cujo sinal é amplificado (ML224, ADInstruments,
Australia) e transmitido a um conversor analogico-digital Power Lab® (ML8661P, 4130,
ADInstruments, Australia), que por sua vez é enviado para 0 computador para registro temporal

da tensdo pelo software LabChart® 7.2 (ADInstruments, Australia).

Procedeu-se um periodo de estabilizacdo de 60 min, com renovacdo a cada 15 min
da solucdo de Krebs-Henseleit e ajuste periodico da tensdo basal aplicada aos fragmentos de
aorta a 10 mN (1gf). Decorrido esse tempo, o anel vascular foi pré-contraido com Fenilefrina
(PHE) (0,1 umol L) e, apds os testes de viabilidade tecidual, foram realizadas curvas de
concentragéo-efeito no platd da contraco induzida para os compostos (102 a 3.10° mol L?)

em diferentes preparacdes de aorta de ratos (n = 6, cada).
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3.9 Procedimentos sintéticos

3.9.1 Procedimentos por rotas convencionais

3.9.1.1 cis-[Ru(bpy)2Cl2]

O complexo foi sintetizado através de adaptacdo de procedimento descrito na
literatura.®® 3,12 g (11,9 mmol) de RuCls.x H20, 3,75 g (24 mmol) do ligante 2,2’-bipiridina e
3,36 g (79 mmol) de LiCl foram dissolvidos em 25 mL de DMF. A solucéo foi transferida para
baldo de fundo redondo, o qual foi submetido a aquecimento em banho de glicerina e mantido
sob refluxo e agitacdo durante 8 horas. Apos esse periodo, a solucdo foi resfriada a temperatura
ambiente e adicionou-se 200 mL de acetona gelada. Apds 12 horas em freezer a 0 °C, o
precipitado foi filtrado em funil de placa porosa e lavado exaustivamente com agua gelada. O

solido foi estocado sob vacuo. Rendimento: 65%.

3.9.1.2 cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI] (PFs)

200 mg (0,413 mmol) do complexo cis-[Ru(bpy)2Cl2] e 37,3 mg (0,454 mmol) do
ligante 2-metilimidazol foram dissolvidos em 30 mL de etanol anidro em baldo de fundo
redondo. O sistema foi submetido a aquecimento em banho de glicerina e mantido sob refluxo
e agitacdo durante 8 horas. A solucéo teve seu volume reduzido pela metade em rotaevaporador
e foi adicionada de solucéo saturada de NH4PFe. O precipitado foi coletado por filtragdo em
funil de placa porosa, lavado com éter etilico e estocado sob pressdo reduzida. Rendimento:
52%. *H NMR (500 MHz, Acetone-ds) § 11.39 (s, 1H), 10.21 (s, 1H), 8.83 (d, ] = 5.9 Hz, 1H),
8.68 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.55 (t, J = 8.3 Hz, 2H), 8.47 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.12 (t, J = 8.1 Hz,
3H), 7.93 — 7.80 (m, 4H), 7.78 (d, = 5.7 Hz, 1H), 7.67 (t, = 6.7 Hz, 1H), 7.24 (dt, J = 13.6,
6.6 Hz, 2H), 6.96 (s, 1H). HRESI-MS (+): [M — PFg]" te6rico 531,0632 (C22H22CINgRU™);
experimental 531,0631. Analise Elementar: Teorico (C24H22CIFgNsPRuU): C, 42,64; H, 3,28; N,
12,43%. Experimental: C, 41,68; H, 3,23; N, 11,81%.
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3.9.1.3 cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2] (PFs):2

200 mg (0,413 mmol) do complexo cis-[Ru(bpy)2Cl2] e 149,2 mg (1,82 mmol) do
ligante 2-metilimidazol foram dissolvidos em 30 mL de solu¢édo hidroetanolica a 50% em balédo
de fundo redondo. O sistema foi submetido a aquecimento em banho de glicerina e mantido sob
refluxo e agitagdo durante 8 horas. A solugdo teve seu volume reduzido pela metade em
rotaevaporador e foi adicionada de solucéo saturada de NH4PFs. O precipitado foi coletado por
filtracdo em funil de placa porosa, lavado com éter etilico e estocado sob pressdo reduzida.
Rendimento: 60%. *H NMR (500 MHz, Acetone-ds) & 11.60 (s, 1H), 9.45 (d, ] = 5.9 Hz, 1H),
8.63 (t, J =8.3 Hz, 1H), 8.56 (t, J = 8.4 Hz, 1H), 8.29 — 8.14 (m, 2H), 8.00 (td, J = 7.9, 1.5 Hz,
1H), 7.84 (td, J = 5.8, 2.8 Hz, 1H), 7.37 (t, J = 6.6 Hz, 1H), 7.07 (s, 1H), 6.80 (s, 1H), 2.02 (s,
3H). HRESI-MS (+): [M — 2-MIM + H3CCN — PFg]" tedrico 682,0851 (CosHasFsN7PRu™);
experimental 682,0856. Analise Elementar: Tedrico (C2gH2sF12NsP2Ru): C, 38,76; H, 3,25; N,
12,92%. Experimental: C, 38,10; H, 3,22; N, 12,34%.

3.9.1.4 cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)] (PFe)

200 mg (0,413 mmol) do complexo cis-[Ru(bpy)2Cl2] e 37,3 mg (0,454 mmol) do
ligante 2-metilimidazol foram dissolvidos em 30 mL de solucdo hidroetandlica a 50%. O foi
submetido a aquecimento em banho de glicerina e mantido sob refluxo e agitacdo durante 3
horas. Em seguida, foram adicionados 31,3 mg (0,454 mmol) de NaNO: e submeteu-se a
solucdo novamente ao refluxo durante 4 horas. Apos esse periodo, a solucdo teve seu volume
reduzido pela metade em rotaevaporador e adicionou-se 2,0 mL de solucdo saturada de NH4PFe.
O precipitado foi coletado por filtragdo em funil de placa porosa, lavado com éter etilico e
estocado sob pressdo reduzida. Rendimento: 49%. *H NMR (500 MHz, Acetone-dg) § 11.66 (s,
1H), 10.40 (s, 1H), 8.85 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 8.64 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.60 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
8.53 (dd, J =12.4, 8.1 Hz, 2H), 8.24 — 8.16 (m, 2H), 8.08 — 7.95 (m, 4H), 7.95 — 7.87 (m, 2H),
7.76 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 7.40 (t, J = 6.6 Hz, 1H), 7.30 (dd, J = 7.7, 5.6 Hz, 1H), 7.00 (d, J = 1.8
Hz, 1H), 1.11 (t, J = 7.0 Hz, 3H). HRESI-MS (+): [M — PFe]* teérico 542,0873
(C24H22N702RU™); experimental 542,0872. Andlise Elementar: Teorico (C24H23F12N702P2RuU):
C, 34,63; H, 2,78; N, 11,78%. Experimental: C, 34,35; H, 2,76; N, 11,67%.
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3.9.1.5 cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI] (PFs)

200 mg (0,413 mmol) do complexo cis-[Ru(bpy)2Cl2] e 46,4 mg (0,454 mmol) do
ligante etilenotioureia foram dissolvidos em 30 mL de solucdo hidroetandlica a 50%. O sistema
foi submetido a aquecimento em banho de glicerina e mantido sob refluxo e agitagdo durante 4
horas. A solucgdo teve seu volume reduzido pela metade e adicionou-se 2,0 mL de solugéo
saturada de NH4PFs. O precipitado foi coletado por filtragdo em funil, lavado com éter etilico
e estocado sob presso reduzida. Rendimento: 58%. *H NMR (500 MHz, Acetone-ds) & 10.00
(d, J =5.6 Hz, 1H), 9.84 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 8.78 (s, 1H), 8.65 (dd, J = 8.2, 2.8 Hz, 2H), 8.54
(d, J =8.1 Hz, 1H), 8.50 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 8.16 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 7.90 (t, J = 7.8 Hz, 1H),
7.86—7.82 (m, 2H), 7.79 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 7.74 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 7.29 (t, J = 6.6 Hz, 1H),
7.21 (t,J = 6.6 Hz, 1H), 3.71 (p, J = 4.4 Hz, 4H). HRESI-MS (+): [M — PF¢]* tedrico 551,0353
(C23H21NsRUS™); experimental 551,0370. Analise Elementar: Tedrico (C23H22CIFsNsPRUS): C,
39,69; H, 3,19; N, 12,07%. Experimental: C, 38,06; H, 3,20; N, 12,15%.

3.9.1.6 cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)] (PFe)s

150 mg (0,218 mmol) do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)](PFs) foram
dissolvidos em metanol anidro deaerado. Adicionaram-se 200 uL de solucdo de HPFg (55%) e
manteve-se o sistema sob atmosfera de argdnio por 1,0 h. Apos esse tempo, o solido formado
foi filtrado, lavado com éter etilico e estocado sob pressdo reduzida. Rendimento: 61%. H
NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 13.39 (s, 1H), 9.56 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 9.14 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
8.99 (t, J = 7.9 Hz, 2H), 8.92 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.85 —8.77 (m, 1H), 8.67 (t, J = 7.7 Hz, 1H),
8.53 (q, J = 7.3 Hz, 4H), 8.17 (dt, J = 13.7, 6.7 Hz, 2H), 7.92 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 7.72 (d, J =
6.3 Hz, 3H), 7.34 (s, 1H), 2,51 (s, 3H). HRESI-MS (+): [M — 3PFg]** tedrico 263,0459
(C24H22N7ORU?Y); experimental 263,0459. Anélise Elementar: Tedrico (C24H22F1sN7OP3RU):
C, 30,01; H, 2,31; N, 10,21%. Experimental: C, 30,06; H, 2,38; N, 10,35%.

3.9.1.7 cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)] (PFe)3
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150 mg (0,218 mmol) do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-SImna)(NO2)](PFs) foram
dissolvidos em metanol anidro deaerado. Borbulhou-se NO) na solucdo durante 3 horas.
Adicionaram-se 200 pL de solucédo de HPFg (55%) para precipitar o composto. Apos esse
tempo, o solido formado foi recolhido por filtracdo em funil de placa porosa, lavado com éter
etilico e estocado sob pressdo reduzida. Rendimento: 63%. *H NMR (500 MHz, Acetone-ds) &
9.76 (d, J=5.7 Hz, 1H), 9.53 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 9.12 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 9.08 (d, J = 8.1 Hz,
1H), 8.97 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 8.90 — 8.84 (m, 1H), 8.75 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 8.57 — 8.51 (m, 2H),
8.40 — 8.32 (m, 2H), 8.27 (dd, J = 7.7, 5.8 Hz, 1H), 7.81 — 7.75 (m, 2H), 7.73 (t, J = 6.8 Hz,
1H). ESI MS: [M — 3PFe]?" tedrico 272,5280 (Ca3H2:N7ORuUS?"); experimental 272,5280.
Anélise Elementar: Tedrico (CagHs1F1sNsO2P3RuUS): C, 31,15; H, 2,89; N, 10,38%.
Experimental: C, 31,91; H, 2,75; N, 10,57%.

3.9.2 Procedimentos em reator micro-ondas

3.9.2.1 cis-[Ru(bpy)2Cl;]

O complexo foi sintetizado através de adaptacdo de procedimento descrito na
literatura.®®> Empregaram-se 3,12 g (11,9 mmol) de RuCls.x H20, 3,75 g (24 mmol) do ligante
2,2’-bipiridina e 3,36 g (79 mmol) de LiCl que foram dissolvidos em 25 mL de DMF. A solucdo
foi transferida para baldo de fundo redondo, o qual foi acondicionado no reator micro-ondas e
conectado a um condensador convencional. O sistema foi submetido a 3 ciclos de irradiacao, a
poténcia de 200 W com duracdo de 30 minutos cada. Simultaneamente, manteve-se a solucéo
sob agitacdo magnética constante. Ao fim dos ciclos, a solucdo foi resfriada com jato de ar
comprimido e adicionou-se 200 mL de acetona gelada. Apds 12 horas em freezer a 0 °C, o
precipitado foi filtrado em funil de placa porosa e lavado exaustivamente com agua gelada. O

solido foi estocado sob vacuo. Rendimento: 75%.

3.9.2.2 cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI] (PFs)

200 mg (0,413 mmol) do complexo cis-[Ru(bpy)2Cl2] e 37,3 mg (0,454 mmol) do
ligante 2-metilimidazol foram dissolvidos em 30 mL de etanol anidro em baldo de fundo

redondo. O sistema foi acondicionado no reator micro-ondas e submetido a um ciclo de
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irradiacdo a 250 W durante 30 minutos, sob agitacdo magnética. A solucéo foi resfriada por jato
de ar comprimido, teve seu volume reduzido pela metade em rotaevaporador e foi adicionada
de solucdo saturada de NH4PFs. O precipitado foi coletado por filtragdo em funil de placa

porosa, lavado com éter etilico e estocado sob pressédo reduzida. Rendimento: 55%.

3.9.2.3 cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2] (PFe)2

200 mg (0,413 mmol) do complexo cis-[Ru(bpy)2Cl2] e 149,2 mg (1,82 mmol) do
ligante 2-metilimidazol foram dissolvidos em 30 mL de solucéo hidroetandlica a 50% em baldo
de fundo redondo. O sistema foi acondicionado no reator micro-ondas e submetido a um ciclo
de irradiacdo a 250 W durante 30 minutos, sob agitacdo magnética. A solucdo foi resfriada por
jato de ar comprimido, teve seu volume reduzido pela metade em rotaevaporador e foi
adicionada de solucdo saturada de NH4PFe. O precipitado foi coletado por filtragdo em funil de

placa porosa, lavado com éter etilico e estocado sob pressdo reduzida. Rendimento: 67%.

3.9.2.4 cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)] (PFs)

200 mg (0,413 mmol) do complexo cis-[Ru(bpy)2Cl2] e 37,3 mg (0,454 mmol) do
ligante 2-metilimidazol foram dissolvidos em 30 mL de solucdo hidroetandlica a 50%. O
sistema foi acondicionado no reator micro-ondas e submetido a um ciclo de irradiagéo a 200 W
durante 30 minutos, sob agitacdo magnética. Em seguida, foram adicionados 31,3 mg (0,454
mmol) de NaNO- e submeteu-se a solucéo a outro de ciclo de 30 minutos a 250 W. A solugéo
foi resfriada, teve seu volume reduzido pela metade em rotaevaporador e adicionou-se 2,0 mL
de solucdo saturada de NH4PFe. O precipitado foi coletado por filtragdo em funil de placa

porosa, lavado com éter etilico e estocado sob pressdo reduzida. Rendimento: 52%.

3.9.2.5 cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI](PFe)

200 mg (0,413 mmol) do complexo cis-[Ru(bpy)2Cl2] e 46,4 mg (0,454 mmol) do

ligante etilenotioureia foram dissolvidos em 30 mL de solucgéo hidroetandlica a 50%. O sistema
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foi acondicionado no reator micro-ondas e submetido a um ciclo de irradiagdo a 200 W por 30
minutos, sob agitacdo magnética. A solucdo foi resfriada, teve seu volume reduzido pela metade
e adicionou-se 2,0 mL de solucdo saturada de NH4PFs. O precipitado foi coletado por filtragdo

em funil, lavado com éter etilico e estocado sob pressédo reduzida. Rendimento: 67%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo das rotas sintéticas

Os cinco complexos reportados nesse trabalho cujas sinteses requerem aquecimento
tiveram seus procedimentos sintéticos adaptados para a realizacdo em micro-ondas de forma a
otimiza-las em termos de tempo e rendimento. Uma vez que utilizacdo de rotas sintéticas
auxiliadas por micro-ondas vem se tornando cada vez mais presente tanto na quimica
organica®®® quanto na quimica inorganica,®’®° é oportuno e de grande interesse fazer uso desse
poderoso recurso instrumental. Além disso, experimentos desenvolvidos em condicdo open-
vessel, como os realizados nesse trabalho, sdo preferiveis aqueles em closed-vessel, visto que
sdo mais seguros pelo fato de nd&o envolverem aumento da pressdo e temperaturas

demasiadamente elevadas®.

A Tabela 1 compara os tempos de sintese e os valores de rendimento percentual
encontrados para 0s procedimentos realizados tanto por rotas convencionais quanto por sintese
assistida por micro-ondas. Nota-se que, em todos 0s casos, obteve-se rendimentos superiores e
com ganho de tempo de até 85% quando o micro-ondas foi utilizado. Isso evidencia nédo
somente a alta eficiéncia da transferéncia de energia promovida pela irradiagdo, mas também a

superioridade da nova metodologia proposta frente as demais.

Tabela 1 — Comparacdo dos tempos e rendimentos das sinteses realizadas pelas duas rotas

propostas.
Complexo Convencional Micro-ondas
Tempo Rendimento Tempo Rendimento
cis-[Ru(bpy)2Cl2] 8h 65% 1,5h 75%
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI](PFs) 8h 52% 0,5h 55%
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2](PFe)2 8h 60% 0,5h 67%
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)](PFe) 7h 49% 1h 52%
cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI](PFe) 4h 58% 0,5h 67%

Fonte: elaborado pelo autor.
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4.2 Caracterizacao dos complexos cis-[Ru(bpy)2(L)CI](PFs), onde L=2-MIM e ETU

Os espectros eletronicos na regido do UV — Vis para os ions complexos cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]" e cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]* foram obtidos em agua e acetonitrila.
Adicionalmente, utilizou-se o célculo computacional de TD-DFT para simular as transicGes
eletronicas das espécies nesses dois meios com o intuito de auxiliar na interpretacdo dos dados.

Os espectros eletronicos na regido do UV — visivel para o ion complexo cis-

[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]" obtidos em meio aquoso e acetonitrila sdo apresentados nas Figura 8.

Figura 8 — Espectros eletronicos do cation complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]* 2,9 x 10° mol

Lt em agua (—) e 2,2 x 10° mol L em acetonitrila (—).
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Fonte: elaborado pelo autor

De forma andloga, os espectros obtidos por simulagdo computacional estéo
representados na Figura 9, verificando-se notavel concordancia entre os perfis experimental e
teodrico. Observa-se para 0 espectro em acetonitrila, na regido do ultravioleta, a presenga de um
par de bandas muito intensas em 242 e 295 nm. Os dados de TD-DFT indicam que a transi¢ao
em 242 nm tem contribui¢cbes majoritarias dos orbitais moleculares HOMO-6—LUMO+3
(30%), HOMO-5—LUMO+3 (20%), HOMO-4—LUMO+3 (22%). Conforme pode ser visto
na Figura 10, os orbitais HOMO-6, HOMO-5 e HOMO-4 tem diferentes contribuicdes dos

ligantes e do metal, mas, considerando que a transicdo HOMO-6—LUMO+3 tem contribuicao



53

majoritaria e que esses dois orbitais estdo associados predominantemente as bipiridinas, pode-
se afirmar que essa banda trata-se de uma transicao intraligante. J& a banda em 295 nm tem
contribuicdes principais das transicbes HOMO-5—LUMO (20%), HOMO-4—LUMO+1
(45%) e HOMO-6—LUMO (8%), sendo classificada como transferéncia de carga ligante-
ligante (LLCT).

Figura 9 — Espectros eletronicos tedricos da espécie cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]* simulados em
agua (A) e acetonitrila (B).
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Fonte: elaborado pelo autor

Na regido do UV préximo e visivel, para 0 mesmo complexo em acetonitrila,
observam-se bandas em 357 e 521 nm. A primeira &, conforme indicado pelo célculo tedrico,
composta pelas transicbes HOMO-3—LUMO (23%), HOMO-1—LUMO+3 (32%), HOMO-

1—-LUMO+4 (37%). Uma vez que o orbital HOMO-1 tem composi¢do predominante do &tomo
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de ruténio, isso permite classifica-la majoritariamente como uma transicao de transferéncia de
carga metal ligante (MLCT). A banda em 521 nm, por sua vez, tem a seguinte contribui¢do
majoritaria; HOMO-2—LUMO (63%), HOMO-1—-LUMO+1 (26%), HOMO-1—LUMO
(4%), HOMO—LUMO (5%). Sabendo-se que o orbital HOMO-2 também tem componente
majoritario do metal, e que LUMO e LUMO+1 tem caréter essencialmente do ligante bipiridina,
essa banda também é denominada como MLCT.

Figura 10 — Contribuicfes dos orbitais moleculares da espécie cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]* em
funcdo de seus fragmentos: Ru (=), bpy (=), CI" (=), 2-MIM (=).
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Fonte: elaborado pelo autor

Os espectros eletronicos para a espécie cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]" obtidos em agua e
acetonitrila, experimentais e tedricos, estdo apresentados nas Figuras 11 e 12, respectivamente.
Observa-se para o espectro obtido em acetonitrila, na regido do ultravioleta, a presenca de duas
bandas intensas em 245 e 295 nm. Para a primeira, a simulacdo computacional indicou que ela
é composta pelas transicbes HOMO-7—LUMO+2 (20%), HOMO-7—LUMO+3 (12%),
HOMO-4—LUMO+3 (30%) e HOMO-6—LUMO+3 (5%). Conforme pode ser observado na
Figura 13, os orbitais HOMO-4 e HOMO-6 tem contribui¢des mais sugnificativas do ligante 2-
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imidazolidinetiona, enquanto o orbital HOMO-7 é majoritariamente composto pelo ligante
bipiridina. Tal banda tem, portanto, carater misto, tanto de transi¢do IL como de LLCT. A banda
em 295 nm, por sua vez tem composicdo percentual, segundo célculos de TD-DFT: HOMO-
7—LUMO+1 (42%), HOMO-5—LUMO+1 (29%), HOMO-6—LUMO (8%) e HOMO-
6—LUMO+1 (3%). Com isso pode-se afirmar que a banda tem carater majoritério de transicéo

do tipo intraligante.

Figura 11 — Espectros eletrénicos do fon complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]* a 2,20 x 10 mol

L em agua (=) e 2,0 x 10° mol L* em acetonitrila (=).
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Fonte: elaborado pelo autor

Na regido do ultravioleta proximo e visivel o espectro eletrdnico da espécie cis-
[Ru(bpy)2(ETU)CI]* em acetonitrila apresentou bandas em 353 e 505 nm. A primeira
apresentou a composicdo HOMO-2—LUMO+3 (28%), HOMO-2—LUMO+4 (15%),
HOMO—LUMO+5 (13%) e HOMO-2—LUMO+5 (8%), 0 que a caracteriza como MLCT,
visto que os orbitais HOMO-2 e HOMO tem contribuicdo majoritaria do &tomo de ruténio. De
forma andloga a banda em 505 nm apresentou a composicdo HOMO-2—LUMO (49%),
HOMO-1-LUMO (12%), HOMO—LUMO (20%), HOMO—LUMO+1 (13%),
caracterizando-a também como MLCT. Valores de absortividade molar para as bandas estao

apresentados no apéndice A.
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Figura 12 — Espectros eletronicos tedricos da espécie cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]* simulados em

agua (A) e acetonitrila (B).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 13 — Contribuicbes dos orbitais moleculares da espécie cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]* em

funcdo de seus fragmentos: Ru (=), bpy (=), CI" (=), ETU ().
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho para os complexos cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM)CI](PFe) e cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI](PFs) sdo apresentados na Figura 14.

Figura 14 — Espectros vibracionais na regido do infravermelho para os complexos cis-

[Ru(bpy)2(2-MIM)CI](PFe) (=) e cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI](PFs) (—) em pastilha de KBr.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Para o primeiro composto, verificou-se a presenga de varios sinais relativos ao
ligante bipiridina cujos valores foram observados em 3108, 1463, 1443 e 756 cm™. Esses foram
atribuidos as vibracdes de estiramento C-H, C=C, C=N e de deformacéo C-H, respectivamente.
Foi possivel identificar bandas similares para o complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI](PFs), sendo
os valores encontrados em 3074, 1462, 1441, 763 cm™. Também foi observada a presenca de
estiramento da ligacdo N-H dos ligantes 2-MIM e ETU, visto que ambos apresentam grupo
amino, com valores em 3439 e 3406 cm™, respectivamente.®™ ®2 O estiramento referente a
ligacéo P-F do contraion hexafluorfosfato foi identificado em 840 e 844 cm* para os complexos

em estudo. As demais vibracGes estdo listadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Modos vibracionais selecionados dos complexos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI](PFe) e
cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI](PFs) obtidos em pastilha de KBr.

Ntmero de onda (cm™) Modos
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI](PFe) cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI](PFs) Vibracionais

3439 3406 v(N-H)
3108 3074 v(C-H)
1635 1636 S(N-H)
1463 1462 V(C=C)
1443 1441 v(C=N)
756 763 §(C-H)
840 844 v(P-F)
554 559 d(P-F)

Legenda: v = estiramento, & = deformagdo. Fonte: elaborado pelo autor.

Os voltamogramas ciclicos das espécies cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]* e cis-
[Ru(bpy)2(ETU)CI]* sdo apresentados na Figura 15. Para o primeiro complexo observa-se a
presenca de um Unico processo com E12=582 mV vs Ag/AgCl, o qual foi atribuido ao par redox
Ru'/Ru". Uma vez que o complexo precursor cis-[Ru(bpy).Cl2] apresenta processo com
E12=390 mV vs Ag/AgCl, quando nas mesmas condicGes experimentais, pode-se inferir que a
coordenacdo do ligante 2-metilimidazol estabilizou o centro metalico na sua forma reduzida.
Isso se deve ao carater w-aceptor do 2-MIM, o qual leva & diminuicdo da densidade eletronica

sobre o metal, dificultando o processo de oxidacao.
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Figura 15 — Voltamogramas ciclicos para os ions complexos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]* (=) e

cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]* (=) em NaTFA 0,1 mol L pH=3,0. V=100 mV s,
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Fonte: elaborado pelo autor

A medida de voltametria ciclica para o composto cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]" exibiu a
existéncia de somente um processo na faixa de potencial estudada com E12=470 mV vs
Ag/AQCI, atribuido ao par redox Ru"/Ru'. Considerando-se novamente o potencial do
complexo precursor, verifica-se um aumento no valor do potencial de meia onda, o que indica
que a coordenacdo do ligante ao centro metalico também promoveu a estabilizacdo da sua forma
reduzida ainda que em menor grau se comparado ao composto anterior. De fato, uma vez que
o ligante etilenotioureia ndo ¢ aromatico, seu carater m-aceptor pode ser inferior ao de
compostos piridinicos e imidazolicos, por exemplo, 0s quais apresentam extensa conjugagéo e
elevada capacidade =m-retiradora. Contudo, ja foi relatado que compostos 0s quais possuem
ligantes coordenados via atomo de enxofre ndo somente apresentam extensa capacidade o-
doadora, como também m-aceptora.®® °* Logo, quando o ligante interage com o centro metélico
via grupo tiona (C=S), é possivel que ndo ocorram mudangas muito expressivas no valor de
potencial redox da espeécie, visto que as variacdes de energia dos orbitais d do metal seréo
menos pronunciadas. Portanto, o valor de potencial encontrado sugere que o ligante

etilenotioureia coordenou ao ruténio via &tomo de enxofre.
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Os espectros de RMN *H unidimensional e bidimensional (COSY) foram obtidos
para os complexos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]* e cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]* em acetona deuterada

(Figura 16 e Apéndices B e C). As atribuicGes estdo listadas na Tabela 3.

Figura 16 — Espectros de RMN 'H dos compostos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]* (A) e cis-
[Ru(bpy)2(ETU)CI]" (B) em acetona d.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 3 — AtribuicBes dos sinais do espectro de RMN *H para os complexos cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)CI]* e cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]* (B) em acetona ds.

Sinal Deslocamento quimico (ppm)
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]* cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]*

1 10,22 9,85
2 7,86 7,83
3 8,13 8,16
4 8,57 8,66
5 8,48 8,56
6 8,13 7,91
7 7,24 7,30
8 7,78 1,75
9 7,24 8,51
10 7,86 7,83
11 7,86 8,16
12 8,57 8,66
13 8,68 8,79
14 8,13 7,22
15 7,69 7,88
16 8,84 10,01
17 6,97 -

18 7,86 3,72
19 11,40 3,72
20 - 3,72
21 - 3,72
22 - -

Fonte: elaborado pelo autor.

Foram observados sinais referentes a todos hidrogénios das bipiridinas, para ambos
0s complexos, os quais foram totalmente desdobrados, ndo havendo equivaléncia entre eles. Tal
fato é coerente com a manutencdo da conformagéo cis para os complexos, bem como sugere a
coordenacdo dos ligantes. Uma vez que ocorre substituicdo de um dos cloretos ligados ao &tomo
de ruténio por um outro ligante, hd mudanca da simetria da espécie, no caso de grupo pontual
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C. para C1, com consequente novo desdobramento dos sinais dos hidrogénios.® % Nota-se, em
ambos os complexos, sinais referentes ao hidrogénio 1 da bipiridina com deslocamento de 10
ppm aproximadamente, 0s quais, em decorréncia da proximidade e da eletronegatividade do
ligante cloro, apresentam-se mais deslocado que os demais. No caso do composto cis-
[Ru(bpy)2(ETU)CI]*, verifica-se um segundo sinal (H-16) com o mesmo tipo de
comportamento, devido ao efeito andlogo provocado pelo atomo de enxofre do ligante
etilenotioureia.

Para o complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]*, verificou-se que os sinais 17 e 18,
referentes aos hidrogénios arométicos do anel imidazolico ndo sdo equivalentes, ao contrario
do que acontece com o ligante livre (Apéndice D), sendo um sinal deslocado para campo alto e
outro manteve seu deslocamento quimico. Isso ocorre, devido a quebra de simetria do ligante
guando esse coordena via atomo de nitrogénio, sendo consistente com a estrutura proposta. Os
sinais de H-20 a H-22 foram sobrepostos pelo sinal do solvente, ndo sendo visualizados.

O espectro do composto cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]", por sua vez, apresentou sutil
deslocamento dos sinais dos hidrogénios alifaticos (17 e 18) para campo baixo em relacdo ao
ligante livre (Apéndice E). Isso corrobora a proposta de coordenacdo via &tomo de enxofre, ja
que dessa forma ndo ha quebra na simetria do ligante, bem como ndo ocorre mudanca
significativa no ambiente quimico dos hidrogénios alifaticos.

Experimentos de espectrometria de massas em alta resolucéo (Apéndice F) para os
fons complexos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]* e cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]* permitiram identificar
fragmentos referentes a esses cations com valores de m/z iguais a 531,0631 Da
(tedrico=531,0632 Da) e 551,0370 Da (tedrico=551,0353 Da), respectivamente, corroborando
com as estruturas propostas.

Medidas de condutividade em acetonitrila para os compostos cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)CI](PFs) e cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI](PFs) apresentaram valores de 154 e 157 uS/cm, os

quais sdo coerentes com a proporcao de eletrélitos (1:1) e estdo na faixa usual.®’

4.3 Caracterizagdo do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2](PFs)2

Os espectros eletronicos da espécie cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2]>* em &gua e
acetonitrila estdo apresentados na Figura 17. Os espectros tedricos obtidos por célculo de TD-

DFT para o complexo nos mesmos solventes estdo representados na Figura 18.
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Figura 17 — Espectros eletrénicos do fon complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2]** a 1,76 x 10° mol

L em &gua (—) e 1,40 x 10° mol L™ em acetonitrila (—).
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Fonte: elaborado pelo autor.

O espectro obtido em acetonitrila apresenta duas bandas na regido do ultravioleta
em 243 e 293 nm. A primeira, de composicido HOMO-8—LUMO+1 (60%), HOMO-
7—LUMO+1 (2%), HOMO-6—LUMO+3 (4%), HOMO-6—LUMO+5 (4%) e HOMO-
5—LUMO+5 (4%), pode ser considerada uma banda do tipo intraligante, visto que, conforme
pode ser observado na Figura 19, os orbitais HOMO-8 e LUMO+1 apresentam carater
majoritario do ligante bipiridina. A segunda, com contribuic¢@es dos orbitais HOMO-6—LUMO
(27%), HOMO-5—LUMO+1 (48%), HOMO-6—LUMO+1 (6%) e HOMO-1—-LUMO+5
(2%), também € classificada como intraligante, uma vez que os orbitais HOMO-6, HOMO-5 e
LUMO sao majoritariamente constituidos pelos elétrons do ligante bipiridina. Na regido do
ultravioleta proximo e visivel, foram identificadas duas bandas em 341 e 493 nm, as quais, em
complexos analogos,®® foram atribuidas a tranferéncias de carga metal ligante. Os dados de
calculos tedricos se mostraram coerentes com essa informacao, visto que a banda em 341 nm
tem composicdo HOMO-4—LUMO (13%), HOMO-1—-LUMO+3 (17%), HOMO-
1-LUMO+4 (17%) e HOMO—LUMO+4 (10%) e a banda em 493 nm ¢é composta pelos
orbitais HOMO-2—LUMO (36%), HOMO-1—LUMO (12%), HOMO-1—LUMO+1 (33%) e
HOMO—LUMO (7%).
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Figura 18 - Espectros eletronicos tedricos da espécie cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2]** simulados em

agua (A) e acetonitrila (B).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 19 - Contribuicbes dos orbitais moleculares da espécie cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2]** em

funcdo de seus fragmentos: Ru (=), bpy (=), 2-MIM (=).
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Fonte: elaborado pelo autor.

O espectro vibracional na regido do infravermelho esta apresentado na Figura 20 e
os principais modos vibracionais estdo descritos na Tabela 4. Os sinais em 3414 e 3124 cm™
foram atribuidos aos estiramentos das ligacdes N-H e C-H, respectivamente, sendo essa
observacao coerente com a presenca do ligante 2-metilimidazol coordenado ao centro metélico.
Bandas em 1465 e 1444 cm, por sua vez, sugerem a existéncia de frequéncias de estiramento
das ligagdes C=C e C=N, evidenciando a manutencdo dos ligantes bipiridina na esfera de
coordenagdo. Finalmente, a presenca do contraion hexafluorfosfato (PF;) foi confirmada pela

presenca da frequéncia de estiramento e deformac&o da ligagdo P-F em 844 e 557 cm™.
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Figura 20 — Espectro de infravermelho do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-M1M)2](PFs)2 em pastilha
de KBr.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 4 - Modos vibracionais selecionados do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2](PFe)2
obtidos em pastilha de KBr.

Numero de onda (cm™) Modos Vibracionais
3414 v(N-H)
3124 v(C-H)
1635 d(N-H)
1465 v(C=C)
1444 v(C=N)
763 3(C-H)
844 v(P-F)
557 d(P-F)

Fonte: elaborado pelo autor

O voltamograma ciclico para o cation cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2]?* est apresentado

na Figura 21.
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Figura 21 - Voltamograma ciclico para o ion complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM),]** em NaTFA
0,1 mol Lt pH=3,0. V=100 mV s,
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Fonte: elaborado pelo autor.

Observa-se a presenca de um processo eletroquimico com valor de potencial de
meia-onda igual a 770 mV vs Ag/AgCl, atribuido ao par redox Ru"'/Ru". Quando comparado
ao complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]", o qual apresentou valor de E1/ igual a 582 mV nas
mesmas condi¢cOes experimentais, nota-se que a substituicdo do segundo cloreto pelo ligante 2-
metilimidazol promove uma estabilizacdo ainda maior do centro metélico, resultando em
valores mais elevados de potencial de meia-onda. A mesma tendéncia ja havia sido observada
complexos similares e relatada por outros autores.*®

O espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da espécie cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM),]?* esta apresentado na Figura 22. Pode-se observar que na regifo de
hidrogénios aromaticos foram identificados 10 sinais referentes aos 20 atomos de hidrogénio
ligados a carbonos sp2. Isso sugere que cada sinal corresponde a um par de hidrogénios
magneticamente equivalentes e que, portanto, a simetria do complexo foi mantida tal como no
precursor cis-[Ru(bpy)2Cl.]. Os picos referentes ao ligante 2-metilimidazol foram identificados
em 11,61; 7,08; 6,81; e 2,03 ppm com o auxilio do espectro COSY (Apéndice G).

Medidas de condutividade para o composto cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2](PFe)2

apresentaram valor de 194 uS/cm e séo coerentes com a propor¢do de espécies carregadas.
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Figura 22 - Espectro de RMN *H do composto cis-[Ru(bpy)2(2-MIM),]?* em acetona ds.
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Fonte: elaborado pelo autor.
4.4 Caracterizagao do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)](PFe)

Os espectros eletronicos na regido do UV — visivel para o complexo cis-

[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]* obtidos em agua e acetonitrila estdo apresentados na Figura 23.

Figura 23 — Espectros eletrénicos do fon complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]* a 2,9 x 107

mol L em &gua (=) e 2,3 x 10° mol L™ em acetonitrila (—).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Os espectros tedricos em agua e acetonitrila, por sua vez, sdo apresentados na
Figura 24, abaixo.

Figura 24 — Espectros eletronicos tedricos da espécie cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO-)]* simulados
em agua (A) e acetonitrila (B).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Verifica-se na regido do ultravioleta a presenca de 2 bandas intensas em 242 e 292
nm. A primeira apresenta como contribuigdes majoritarias as transi¢gdes HOMO-6—LUMO+3
(10%), HOMO-5—L+6 (10%), HOMO-4—LUMO+6 (31%) e HOMO-2—LUMO+8 (11%).
Visto que, conforme pode ser observado na Figura 25, os orbitais HOMO-4 e LUMO+6
apresentam composic¢do principal do ligante nitrito, essa banda pode ser considerada como



70

intraligante. Por sua vez, a banda em 292 nm de composicdo HOMO-7—LUMO (22%),
HOMO-6—LUMO+1 (14%), HOMO-8—LUMO (5%) e HOMO-8—LUMO+1 (5%) é
também classificada como intraligante, uma vez que os orbitais HOMO-8, HOMO-7, LUMO e

LUMO+1 tem maior contribuicdo das bipiridinas.

Figura 25 - Contribuicdes dos orbitais moleculares da espécie cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]?*
em funcéo de seus fragmentos: Ru (-), bpy (=), 2-MIM (=),NO3 (-).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Para 0 espectro obtido em acetonitrila, na regido do ultravioleta proximo e visivel
foram identificadas bandas em 338 e 477 nm. A primeira, de acordo com as simulagdes
computacionais realizadas, tem contribuicbes HOMO-2—LUMO+3 (19%), HOMO-
1-LUMO+5 (42%), HOMO-2—LUMO+5 (4%), HOMO-2—LUMO+6 (3%), 0 que indica
gue essa banda pode ser classificada como MLCT, dado o carater majoritario dos orbitais
HOMO de fronteira localizados no &omo de ruténio e dos orbitais LUMO de fronteira
localizados nas bipiridinas. De forma anéloga, a banda em 477 nm apresenta contribuigdes
HOMO-2—LUMO (60%), HOMO-1—-LUMO+1 (20%), HOMO-2—LUMO+1 (7%) e
HOMO-1—-LUMO (6%) e também pode ser classificada como transferéncia de carga metal

ligante pelo mesmo motivo citado anteriormente.
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O espectro vibracional na regido do infravermelho para o complexo cis-

[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO-)](PFs) € apresentado na Figura 26, sendo os principais modos
vibracionais descritos na Tabela 5.

Figura 26 — Espectro de infravermelho do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO.)](PFs) em
pastilha de KBr.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 5 — Modos vibracionais selecionados do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)](PFe)
obtidos em pastilha de KBr.

Numero de onda (cm™) Modos Vibracionais
3416 v(N-H)
3113 v(C-H)
1639 3(N-H)
1468 V(C=C)
1445 v(C=N)
1329 Vassim(NO3)
1308 vsim(NO3)
768 d(C-H)
840 v(P-F)
554 d(P-F)

Fonte: elaborado pelo autor.
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Observa-se no espectro a presenca de sinais caracteristicos do ligante bipiridina,
tais como as frequéncias de estiramento C-H, C=C, C=N presentes em 3113, 1468, 1445 cm™,
respectivamente.®® Frequéncias associadas aos estiramentos da ligagdo P-F do contraion

hexafluorfosfato foram identificas em 840 e 554 cm..

Além disso, observou-se o surgimento de sinais em 1329 e 1308 cm™, os quais
podem ser atribuidos aos estiramentos assimétrico e simétrico do ligante nitro coordenado ao
metal. Esse grupo pode ligar-se ao centro metalico tanto pelo atomo de nitrogénio, como pelo
atomo de oxigénio, sendo capaz, inclusive, de funcionar como ligante ponte em sistemas
binucleares ou ainda como quelante.®* A diferenciacéo entre as formas de coordenacéo desse
anion, é feita através dos valores de estiramento da ligacdo N-O: se a diferenca entre as
frequéncias for menor que 100 cm™, a ligacdo se da pelo atomo de nitrogénio; se for maior que
300 cm™, o ligante esta coordenado via atomo de oxigénio.** Pelo espectro vibracional obtido,

conclui-se que o grupo nitro esté ligado via &tomo de nitrogénio.

A Figura 27 apresenta o voltamograma ciclico para o ion complexo cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]*. Verifica-se na primeira varredura a presenca de dois processos
eletroquimicos com valores de E/, iguais a 860 e 970 mV, atribuidos aos pares redox Ru'''/Ru"
e NO3 /NO;, respectivamente. O aumento do valor do potencial para o processo de oxidacdo
do centro metélico € condizente com a coordenacdo do anion nitrito, visto que esse ligante
apresenta forte carater -aceptor, 0 que resulta em estabilizacdo dos orbitais centrados no &tomo
de ruténio.3! O surgimento de um segundo potencial referente ao processo redox do ligante nitro
coordenado também evidencia a coordenacao, visto que encontrou-se valor superior ao do anion
livre.1% Adicionalmente, verificou-se a formagdo de um terceiro potencial em E1,=650 mV.
Esse processo pode ser atribuido ao par redox Ru'/Ru'' da espécie cis-[Ru'"!(bpy)2(2-
MIM)(NO3)]?* formada na superficie do eletrodo durante a aplicagio do potencial anddico.'%
Esse processo pode ser detectado devido a baixa reversibilidade do processo Ru''-NO3/ Ru""'-
NO3, o que permite que a espécie cis-[Ru"'(bpy)2(2-MIM)(NO3)]?, seja reduzida a cis-
[Ru"(bpy)2(2-MIM)(NO3)]* na superficie do eletrodo. A realizagdo de diversos ciclos
demonstrou a tendéncia de formacéo dessa espécie através do aumento continuo da corrente de
pico referente ao processo Ru"'-NO3/ Ru"-NO3, em detrimento da diminuigdo das correntes
associadas aos processos Ru''-NO3/ Ru"-NO; e Ru"'-NO3/ Ru'"'-NO; (Apéndice H). Esses

achados corroboram com a estrutura sugerida para o0 complexo em estudo.
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Figura 27 — Voltamograma ciclico (3 ciclos) para o ion complexo cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)(NO2)]* em NaTFA 0,1 mol L™ pH=3,0. V=100 mV s,
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os espectros de RMN H! unidimensional (Figura 28) e bidimensional (Apéndice I)

do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]* foram obtidos em acetona deuterada. As
atribuicoes estdo listadas no Apéndice J.

Figura 28 — Espectro de RMN *H do composto cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO,)]* em acetona ds.
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Fonte: elaborado pelo autor
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Observou-se que ap6s a coordenacdo do ligante nitro o sinal referente a H-1 foi
ainda mais desblindado devido a proximidade espacial do &tomo de oxigénio. Os hidrogénios
20 a 22 foram correlacionados ao sinal em 1,12 ppm, 0 que denota protecdo quando comparado
ao ligante livre. O efeito anisotropico gerado pela ligacdo dupla presente no anion nitrito pode
estar relacionada ao aumento da blindagem sobre o grupo metila.%2 % Além disso, é evidente a
manutencg&o dos sinais relativos as duas bipiridinas e ao ligante 2-metilimidazol, tendo um dos
sinais sofrido deslocamento para campo mais baixo em relacao ao ligante livre.

A medida do espectro de massas para 0 composto cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO>)]*
em acetonitrila revelou um unico fragmento majoritario com m/z igual a 542,0872 Da
(tedrico=542,0873 Da) referente a esse cation monovalente (Apéndice F). Por sua vez, medidas
de condutividade para o composto cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO.)](PFs) forneceram o valor de

157 uS/cm apresentando coeréncia com a proporcdo de eletrolito 1:1.

45 Caracterizacdo dos complexos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)](PFe)s e cis-
[Ru(bpy)2(ETU)(NO)](PFe)s3

Os espectros eletrénicos na regido do UV — visivel para os ion complexos cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** obtidos em meio aquoso e acetonitrila sio apresentados na Figura

29 e 0s respectivos espectros tedricos estdo dispostos na Figura 30.

Figura 29 — Espectros eletrénicos do cation complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** a 2,9 x

10° mol L (—) em &gua e 2,0 x 10®° mol L™ em acetonitrila (—).
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Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 30 — Espectros eletronicos tedricos da espécie cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** simulados
em agua (A) e acetonitrila (B).

A
50000 - - 0,5

40000 -

30000 -

¢ (L mol™ cm™)
Forca do Osc.

20000 —H

10000

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

Comprimento de onda (nm)

50000 — - 0,5

40000 -

30000

20000 —H

¢ (L mol™ em™)
Forca do Osc.

10000

T T —— 0,0
200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Fonte: elaborado pelo autor.

Para o0 espectro em acetonitrila, observa-se na regido do ultravioleta, a presenca de
uma banda intensa em 299 nm, a qual apresenta composicdo HOMO-9—LUMO+1 (41%),
HOMO-2—LUMO+3 (32%), HOMO-8—LUMO+1 (3%) e HOMO-3—LUMO+4 (3%).
Conforme fica evidente nos dados da Figura 31, os orbitais HOMO-9, HOMO-2 e LUMO+3
tem contribuicdo majoritaria do ligante bipiridina enquanto o orbital LUMO+1 é principalmente
composto pelo grupo nitrosil. Portanto, a banda em 299 nm tem carater misto, envolvendo
transicOes do tipo intraligante e transferéncia de carga metal ligante.

Ainda na regido do UV, ha uma banda em 331 nm de composicdo HOMO-
8—LUMO (47%), HOMO-6—LUMO+1 (16%), HOMO-9—LUMO (3%) e HOMO-
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7—LUMO+1 (6%). Considerando que o orbital HOMO-8 ter carater predominate do ligante
bipiridinae LUMO+1 tem cater do grupo nitrosil, a transicdo é classificada como transferéncia
de carga ligante ligante. Convem ressaltar que a transicdo existente por volta de 245 nm nos
complexos precursores aparenta ter sido deslocada para regido de maior energia em ambos 0s

compostos, como efeito da extensa capacidade n-aceptora do ligante nitrosil.

Figura 31 — Contribuices dos orbitais moleculares da espécie cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]**
em funcdo de seus fragmentos: Ru (=), bpy (=), 2-MIM (=), NO* (=).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Na regido do visivel, o0s espectros eletrébnicos apresentam um perfil
consideravelmente mais pobre em bandas que seus respectivos precursores, visto que o ligante
nitrosil, por apresentar orbitais n-antiligantes disponiveis e ser fortemente m-aceptor, estabiliza
os orbitais do complexo cuja maior contribuico € proveniente dos orbitais atdbmicos do ruténio,
elevando a energia das transigdes eletrénicas do tipo transferéncia de carga.%

Os espectros eletronicos da espécie cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]*" em &gua e

acetonitrila estdo respresentados na Figura 32
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Figura 32 — Espectros eletronicos do anion complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** a 1,4 x 10°

mol L em &gua () e 1,8 x 10° mol L em acetonitrila ().
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os respectivos espectros tedricos estdo dispostos na Figura 33. E possivel observar
a presenca de duas bandas na regido do ultravioleta em 297 e 331 nm. A primeira, segundo
dados de TD-DFT, apresenta composi¢do HOMO-9—LUMO+1 (70%), HOMO-2—LUMO+4
(11%), HOMO-8—LUMO+1 (4%) e HOMO-2—LUMO+3 (2%). Conforme pode ser visto na
Figura 34, sendo o orbital HOMO-9 predominantemente de carater do ligante bipiridina e o
orbital LUMO+1 de carater do grupo nitrosil, a transicdo pode ser considerada como
transferéncia de carga ligante ligante. De forma semelhante, a banda em 331 nm tem
contribui¢des dos orbitais HOMO-8—LUMO (32%), HOMO-8—LUMO+1 (11%), HOMO-
7—LUMO (14%), HOMO-6—LUMO+1 (17%). Sabendo-se que o orbital HOMO-8 tem
carater predominante da bipiridina e que o orbital LUMO tem carater majoritario da nitrosila,

a banda também é classificada como transferéncia de carga ligante ligante.
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Figura 33 - Espectros eletronicos tedricos da espécie cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** simulados em

agua (A) e acetonitrila (B).
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Figura 34 — ContribuicGes dos orbitais moleculares da espécie cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]*" em
funcdo de seus fragmentos: Ru (=), bpy (=), ETU (), NO* (=).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho para os complexos cis-

[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)](PFe)s € cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)](PFs)s sdo mostrados na Figura 35
e suas atribui¢des estdo apresentadas na Tabela 6.

Figura 35 — Espectros vibracionais de infravermelho dos complexos cis-[Ru(bpy)2(2-

MIM)(NO)](PFs)3 (=) e cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)](PFs)s (—) em pastilha de KBr.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 6 — Modos vibracionais selecionados dos complexos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)](PFe)3
e cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)](PFe)3 obtidos em pastilha de KBr.

Numero de onda (cm™) Modos
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)](PFe)3 cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)](PFe)s  Vibracionais
3439 3440 v(N-H)
3130 3100 v(C-H)
1940 1930 v(N=0)
1634 1635 d(N-H)
1472 1473 V(C=C)
1452 1451 v(C=N)
765 766 d(C-H)
840 839 v(P-F)
558 558 3(P-F)
Fonte: elaborado pelo autor.
Os compostos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)](PFe)3 e cis-

[Ru(bpy)2(ETU)(NO)](PFe)3 apresentaram vibragdes de estiramento da ligagdo N=0 em 1940
e 1930 cm™, respectivamente. Sabe-se que o ligante nitrosil pode estar coordenado ao centro
metalico de duas formas: angular e linear (Figura 36). A distin¢do entre as geometrias pode ser
evidenciada através do valor de estiramento da ligagdo N=O e permite sugerir se o ligante
encontra-se na forma NO™* (linear) ou NO%NO" (angular). Bandas com frequéncias elevadas,
cujo valor estad entre 1850 e 1950 cm, indicam a presenca do ligante na geometria
predominantemente linear. Valores na faixa de 1600 a 1750 cm™ , por sua vez, sugerem forma

angular.®

Figura 36 — Geometrias de coordenacédo do ligante NO ao atomo de ruténio.
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Fonte: elaborado pelo autor
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Baseado nisso, pode-se afirmar que ambos 0s compostos apresetam o grupo nitrosil
(NO") na geometria linear, sendo do tipo {Ru-NO}®°. Adicionalmente, o maior valor de
estiramento da ligacdo N=0O para o complexo contendo 2-metilimidazol pode ser justificado
pelo seu maior carater -aceptor, quando comparado ao ligante etilenotioureia. Uma vez que ha
maior retirada de densidade eletronica do metal pelo ligante, menor a capacidade de retrodoagéo
do ruténio para o grupo nitrosil e assim, maior o carater de NO*. Se o inverso ocorre (0 ligante
¢ um m-aceptor fraco), tem-se como resultado maior retrodoacdo para o0 grupo nitrosil,
favorecendo o carater de NO°.

A Figura 37 apresenta os voltamogramas ciclicos dos complexos cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)(NO)J** e cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]**. Observa-se processos com valores de Ei, iguais
a 254 mV e 75 mV vs Ag/AgCI, respectivamente, sendo ambos atribuidos ao par redox
NO*/NOP. O potencial referente ao par redox Ru''/Ru'" ndo é observado na faixa de varredura
em meio aquoso, Visto que a estabilizacdo do centro metélico promovida pela coordenagdo do
ligante nitrosil desloca esse potencial geralmente para valores acima de 2,0 V.19 Além disso,
tal como explicado anteriormente para os espectros de infravermelho, a diferenga do carater n-
aceptor do ligante auxiliar influencia nas caracteristicas eletrénicas do grupo nitrosil. Isso
reflete diretamente no valor do seu potencial redox, que sera tanto maior quanto menor for a
retrodoagdo proveniente do metal.

Figura 37 — Voltamogramas ciclicos para os complexos cis-[Ru(bpy)z(2-MIM)(NO)J** (—) e
cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]®* (=) em NaTFA 0,1 Mol L pH=3,0. V=100 mV s
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Conhecendo-se os valores de potencial de meia-onda para o par redox NO*NQ° e
os valores de frequéncia de estiramento da ligagdo N=O, pode-se correlacionar esses dois
parametros a fim de se comparar as propriedades dos complexos sintetizados frente a compostos
similares descritos por outros autores.'® 1% Tal correlagdo é possivel, visto que, conforme
comentado anteriormente, tanto as caracteristicas espectroscopicas como eletroquimicas dos
nitrosilo complexos sdo determinadas pelo caréter eletrofilico do fragmento Ru-NO, o qual é

consideravelmente influenciado pelos ligantes auxiliares presentes na esfera de coordenacéo.

O gréfico da Figura 38 apresenta a relacdo entre valores de E12 e de v(N=0) para
uma série de complexos de férmula geral cis-[Ru(bpy)2(L)NO]™". Observa-se que os dois
parametros em questdo estdo diretamente relacionados e verifica-se valores tanto maiores
quanto menor for a extensdo da interagdo (NO*)n*«—dn(Ru). De forma coerente a essa
observacgao, verifica-se que os complexos contendo ligantes auxiliares fortemente m-aceptores
estdo na regido superior direita do grafico. Os dois compostos sintetizados nesse trabalho

apresentam coeréncia com 0s demais.

Figura 38 — Correlacdo entre valores de E12 vs v(N=0) para complexos de formula geral cis-
[Ru(bpy)2(L)NO]™.
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Fonte: elaborado pelo autor

Os espectros de RMN *H unidimensional e bidimensional (COSY) dos complexos
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)I** e cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** foram obtidos em DMSO e
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acetona deuterados, respectivamente. Os espectros séo apresentados na Figura 39 e Apéndices
K e L, sendo as atribui¢des listadas na Tabela 7. Para ambos os compostos se verificou a
manutencdo de todos os sinais referentes ao ligante bipiridina, bem como o perfil dos picos

sugere que o complexo manteve a simetria cis, conforme desejado.

Figura 39 — Espectros de RMN 'H dos compostos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** (A) e cis-
[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]J®* (B) em DMSO e acetona ds, respectivamente.
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Para o complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]J** observou-se deslocamento dos
sinais referentes as bipiridinas. Pode-se constatar também a presenca de trés sinais na regido de
campo baixo referentes ao ligante 2-MIM coordenado, correspondentes a H-17 e H-18 (7,34 e
7,72 ppm) e a H-19 (13,39 ppm). Os hidrogénios 20 a 22 foram observados em 2,50 ppm,
apresentando-se mais desprotegidos quando comparados ao nitro-composto precursor.

Tabela 7 — Atribuicdes dos espectros de RMN *H dos complexos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]**
e cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]*".

Sinal Deslocamento quimico (ppm)
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)J** cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]**

1 9,55 9,52
2 8,15 8,27
3 8,80 8,75
4 9,14 9,06
5 8,99 8,96
6 8,51 8,54
7 7,72 7,76
8 7,92 7,76
9 8,51 8,36
10 7,72 7,76
11 8,51 8,54
12 8,92 8,96
13 8,99 9,12
14 8,67 8,85
15 8,15 8,36
16 8,51 9,76
17 7,34 -

18 7,72 ]

19 13,39 -

20 2,50 -

21 2,50 -

22 2,50 -

Fonte: elaborado pelo autor.
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O espectro do complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]J®*, por sua vez, apresentou
deslocamento dos sinais dos hidrogénios das bipiridinas, quando comparado ao cloro-composto
precursor, mas evidenciando um perfil espectral similar. Os hidrogénios alifaticos 17 a 22 nao
puderam ser visualizados, estando encobertos pelo sinal do solvente. Essas mudangas sugerem
a alteracdo dos ligantes da esfera de coordenacgédo e condizem com a coordenacdo do grupo
nitrosil ao centro metélico.

Espectros de massas obtidos para ambos os nitrosilo-complexos em acetonitrila
evidenciaram fragmentos cujos valores de m/z correspondem aos cations divalentes das
estruturas propostas (Apéndice F), corroborando com os demais dados espectroscopicos.

Medidas de condutividade dos compostos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)](PFe)3 e cis-
[Ru(bpy)2(ETU)(NO)](PFs)3 em acetonitrila forneceram os valores de 305 e 332 uS/cm estando

de acordo com a proporcao de eletrélito (1:3).

4.6 Acompanhamento espectroscdpico sob eletrélise a potencial controlado

A combinacdo de técnicas espectroscopicas e eletroquimicas permite estudar a
reatividade de compostos de coordenacao frente a aplicacdo de potencial elétrico. Sabe-se que
nitrosilo complexos de ruténio (I1) sdo capazes de liberar NO° ao serem reduzidos, em virtude
do razoavel efeito trans-labilizante da bipiridina. Diante disso, estudou-se o comportamento dos
complexos sintetizados quando submetidos a eletrélise. Utilizou-se condi¢des similares as ja
usadas na caracterizacao eletroquimica e aplicou-se potencial de -200 mV durante 150 min.

A Figura 40 apresenta as mudancas espectrais observadas durante aplicacdo de

potencial em solucdo do fon complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)J**.
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Figura 40 — Espectros de absorcdo eletronica para o complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]**
durante aplicagdo de potencial a -200 mV (vs Ag/AgCl), em solucdo de HTFA 0,1 mol L*,
pH=2,0; [Ru]=80,0 umol L. Inset: grafico de monitoramento de eletrdlise, tempo versus

absorbancia em 485 nm.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Observa-se o surgimento de uma banda com maximo em 485 nm, atribuida como
MLCT do tipo n*(bpy) «— dn(Ru), além do aumento e deslocamento da banda em 299 nm para
290 nm, atribuida como transi¢io do ligante bipiridina do tipo n* « =8 1% Essas mudancas
sugerem a labilizacdo do grupo nitrosil, visto que a saida do NO, com consequente coordenacéo
da agua no sitio livre, € acompanhada de diminuicdo do gap de energia entre os orbitais,
culminando na reducéo da energia envolvida nas transicoes eletronicas do complexo.

A Figura 41 apresenta os espectros de absorgdo eletrénica para o complexo cis-
[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** durante a aplicacdo de potencial redox em -200 mV. Observa-se
também a ocorréncia de mudangas espectrais com o surgimento de uma banda em 487 nm,
atribuida como transi¢do MLCT do tipo n*(bpy) « dn(Ru) e aumento de intensidade da banda
em 292 nm, atribuida como transi¢do intraligante do tipo n* «— .83 1% Analogamente ao
complexo anterior, essas alteragdes no perfil espectral do composto também séo coerentes com

a labilizacéo do grupo nitrosil e sua consequente substituicdo por uma molécula de &gua.
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Figura 41 — Espectros de absorcdo eletronica para o complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)J**
durante aplicagdo de potencial a -200 mV (vs Ag/AgCl), em solucdo de HTFA 0,1 mol L*,
pH=2,0; [Ru]=80,0 umol L. Inset: grafico de monitoramento de eletrdlise, tempo versus

absorbancia em 487 nm.
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Fonte: elaborado pelo autor.

No intuito de investigar os possiveis produtos da reacdo de eletrélise dos nitrosilo
complexos realizou-se experimento de voltametria de onda quadrada (SWV) em condicdes
analogas ao ensaio espectroeletroquimico. As varreduras foram realizadas sempre no sentido
anodico, em cela eletroquimica convencional, usando eletrodos de carbono vitreo, platina e

Ag/AgCl como trabalho, auxiliar e referéncia respectivamente.

A Figura 42 apresenta o resultado do experimento de SWV para o ion complexo
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]3*. Observa-se que conforme aumenta-se o tempo de polarizagéo
do eletrodo, a intensidade de corrente do processo de potencial em 223 mV, atribuido ao par
redox NO*NO° da espécie cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]**, diminui. Concomitantemente, surge
um Novo processo cujo potencial é de 681 mV, atribuido ao par redox Ru"'/Ru"" da espécie cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM)(H20)]?* . Baseado nesses valores, pode-se afirmar que, durante a eletrolise,
a espécie cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]3* é reduzida, favorecendo a labilizacdo do 6xido nitrico
com formacédo do aquo complexo correspondente. Conforme as equacfes abaixo, trata-se de

um processo eletroquimico-quimico.

cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** + e — cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]?* (6)
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cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]?* + H20 — cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(H20)]>* + NO°  (7)

Figura 42 — Voltamogramas referentes a eletrélise da espécie cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]**
sob diferentes tempos de polarizagdo a -200 mV (vs Ag/AgCIl) em HTFA 0,1 mol L1, pH=3,0.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A Figura 43 apresenta os resultados do mesmo experimento para o complexo cis-
[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]J®*. Analogamente ao composto anteriormente descrito, tempos maiores
de polarizacio sdo acompanhados de diminuico da corrente relativa ao par redox NO*/NO°
(75 mV vs Ag/AgCl). Simultaneamente, verifica-se o surgimento de dois novos processos com
potencial de meia-onda iguais a 514 e 651 mV, os quais podem ser atribuidos aos produtos
formados ap6s a labilizacdo do ligante nitrosil. O menor potencial é relativo ao par redox
Ru"/Ru" do aquo complexo, enquanto o outro seria decorrente do processo Ru'"'/Ru" do
composto cis-[Ru(bpy)2(ETU)]?*, onde o ligante etilenotioureia estaria coordenado como
bidentado, de forma analoga a outros complexos contendo ligantes similares ja descritos.'%” As

equacOes abaixo descrevem o comportamento proposto.

cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]J** + e — cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]?** (8)
cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]?*" + H20 — cis-[Ru(bpy)2(ETU)(H20)]*" + NO° 9)

cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)J?* — cis-[Ru(bpy)2(ETU)]?* + NO° (10)
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Figura 43 — Voltamogramas referentes a eletrdlise da espécie cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]3* sob
diferentes tempos de polarizagdo a -200 mV (vs Ag/AgCl) em HTFA 0,1 mol L™, pH=3,0.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A fim de averiguar a viabilidade da formacé&o dos produtos propostos nas equacoes
9 e 10, célculos computacionais de DFT foram realizados utilizando os mesmos parametros
descritos na secdo experimental. As espécies tiveram suas geometrias otimizadas utilizando

simulacdo em &gua e as energias dos orbitais de fronteira foram determinadas, sendo as suas
estruturas representadas na Figura 44.

Figura 44 — Geometrias otimizadas dos complexos cis-[Ru(bpy)2(ETU)(H20)]?* (A) e cis-
[Ru(bpy)2(ETU)]?* (B) simulados em agua.
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Os valores de energia encontrados para os orbitais HOMO dos complexos cis-
[Ru(bpy)2(ETU)(H20)]?* e cis-[Ru(bpy)2(ETU)]?>* foram de -5,64 e -6,09 eV, respectivamente,
indicando que a espécie cis-[Ru(bpy)2(ETU)]?" teria potencial de oxidacdo mais elevado que o
cation cis-[Ru(bpy)2(ETU)(H.0)]%". Tais achados, portanto, concordam com a proposta

descrita nas equacgOes 9 e 10.

4.7 Determinacdo da constante de equilibrio de interconversdo NO*/NO;

O estudo de intercoversdo nitrosil/nitro para os complexos cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)(NO)I** e cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** foi realizado através do método
espectrofotométrico, acompanhando-se a variacdo da absorbancias nos comprimentos de onda
de 425 e 440 nm, respectivamente. Os valores de constante de equilibrio foram determinados

através da metodologia descrita por Sauaia e colaboradores.%

Para 0 complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)J**, verificou-se que a curva de pH
(Figura 45) apresentou duas zonas de intensa variacdo da absorbancia, o que foi atribuido a
ocorréncia de duas reacdes acido-base. Uma vez que o ligante 2-metilimidazol coordenado
apresenta um par de elétrons disponivel para protonacdo no atomo de nitrogénio 1, péde-se
observar a desprotonacdo desse durante a titulacdo, sendo encontrado valor de pK igual a 2,99.
Para a interconversdo nitrosil/nitro, calculou-se o valor de pKno como sendo 5,67 e o valor da
constante de equilibrio resultou em 4,57 x 10%°. Esses achados sdo coerentes com os valores
encontrados para o complexo anélogo cis-[Ru(bpy)2(ImN)(NO)J**, ja descrito na literatura.1%

As equacOes que descrevem esses equilibrios estdo expostas abaixo.

cis-[Ru(bpy)2(2-MIMH)(NO)]** + OH" — cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** + H.0 (11)

cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)J?* + 20H- — cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]* + H20  (12)
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Figura 45 - Grafico de absorbancia versus pH para o complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]**
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O complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]**, por sua vez, apresentou uma Unica reagio

acido-base ao ser titulado (Figura 46), a qual foi atribuida a interconversdo NO*/NO3, sendo

encontrado valor de pKno igual a 6,28.

Figura 46 - Grafico de absorbancia versus pH para o complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]**
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O valor da constante de equilibrio para a reagdo foi de 2,75 x 10%°. A explicagio
para a variacdo nos valores de constante de equilibrio encontrados estd na diferenca da
capacidade m-aceptora dos ligantes auxiliares. A reacdo entre o ligante nitrosil e o anion
hidroxila em meio aquoso sera tanto maior quanto maior for o caréater eletrofilico do grupo NO*.
Logo, ligantes que ndo favorecam a retrodoagdo de carga do metal para o nitrosil (m-aceptores
fortes), diminuem sua densidade eletrdnica, tornando-o mais propicio ao ataque nucleofilico

pelo fon OH'. Isso resulta em valores de pKno mais baixos!? para a interconversio NO*/NO3.

Uma vez que o valor de constante de equilibrio para a interconverséo nitrosil/nitro
é diretamente relacionada a reatividade do ligante NO*, pode-se correlaciona-lo com as
caracteristicas espectroscopicas e eletroquimicas dos nitrosilo complexos. A Tabela 8 apresenta
os valores de constante calculados para uma série de complexos de formula geral cis-
[Ru(bpy)2(L)NO]™ juntamente com os valores experimentais de potencial de meia-onda para o

processo redox Ru"-NO*/Ru'-NQ° e de frequéncia de estiramento da ligagio N=O".

Tabela 8 — Valores de constante de equilibrio (Kno) para reacao de interconversdo NO*/NO3,
pH de interconversdo NO*/NO; (pKno), frequéncia de estiramento da ligagdo N=0O", e E1j2 vs
Ag/AgCl para o processo NO*/NO° coordenado, para sistemas cis-[Ru(bpy)2(L)NO]"™.

Complexo!%4 105 v(NO*) (cm™?)  Eur vs Ag/AgCl Kno pKno
cis-[Ru(bpy)z(isn)NOT** 1948 340 mV 1,80x 105 1,37
cis-[Ru(bpy)2(4-bzpy)NO]** 1942 342 mV 6,94 x 1022 2,58
cis-[Ru(bpy)2(ImN)NOJ** 1944 200 mV 1,42x 10% 592
cis-[Ru(bpy)2(TU)NO]** 1931 37,5mV 1,26 x 10 6,45
cis-[Ru(bpy)2(SO3)NO]* 1911 -140 mV 1,74x 10" 10,38
cis-[Ru(bpy)2(2-MIN)NOJ3* 1940 254 mV 457 x 1016 567
cis-[Ru(bpy)2(ETU)NOJ3* 1930 75 mV 275x 105 6,28

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: isn — isonicotinamida; 4-bzpy — 4-benzoilpiridina; ImN — imidazol; TU — tioureia.

Verifica-se que hd uma correlagdo direta entre os pardmetros experimentais e 0s
valores de constante de equilibrio encontrados. Sabendo-se que as trés caracteristicas analisadas
sdo substancialmente influenciadas pela natureza dos ligantes auxiliares e suas capacidades o-

doadora e m-aceptora, € coerente que exista concordancia entre elas. Logo, pode-se afirmar que
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altos valores de Ei2 ¢ v(N=0") sugerem ndo sé que o grupo nitrosil pode ser facilmente

reduzido, como também estd mais susceptivel a ataques nucleofilicos.

4.8 Estudo fotoquimico preliminar

Nitrosilo complexos de ruténio apresentam a capacidade de liberar NO° quando
submetidos a radiacdo eletromagnética de comprimento de onda adequado. Evidéncias
experimentais sugerem que quando o composto é irradiado, ocorre transferéncia de elétrons do
metal para o grupo nitrosil, reduzindo-o e resultando na labilizagcdo de 6xido nitrico com
posterior substituicio por molécula do solvente.!®® No intuito de estudar esse tipo de
reatividade, os nitrosilo complexos sintetizados foram submetidos a irradiagdo com luz azul e

acompanharam-se mudancas em seus perfis espectroscépicos ao longo de 100 minutos.

A Figura 47 apresenta a mudanca do perfil espectral decorrente da irradiacdo para
o composto cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]*".

Figura 47 — Espectros de absor¢do eletronica para a fotolise do composto cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)(NO)J** com luz azul (HTFA 0,1 mol L%, pH=3,0).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Observam-se diversas alteracGes que incluem o surgimento de bandas em 346 e 490
nm, as quais foram atribuidas a transicdes MLCT do tipo n*(bpy) «— dn(Ru), a diminui¢do da
banda em 330 nm e o deslocamento com aumento de intensidade da banda em 299 nm, atribuida
a transi¢do intraligante do tipo n* «— w(bpy). O perfil espectral ao fim da irradiagdo apresenta
grande similaridade com o do composto cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]*, sugerindo que o produto
da fotdlise ndo mais contém o ligante nitrosil coordenado ao metal.

O complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]**, por sua vez, também apresentou notaveis
alteracdes no perfil espectroscopico ao ser irradiado com luz azul (Figura 48). Ao longo da
irradiacdo, surgem duas bandas de absorcdo em 487 e 343 nm, as quais foram atribuidas a
transicdes MLCT do tipo n*(bpy) « dn(Ru), além de haver a diminui¢do da banda em 327 nm
e a intensificacdo com deslocamento da banda em 292 nm, atribuida a transi¢do do ligante
bipiridina do tipo n* «<— w. De forma similar ao composto anterior, ao fim do experimento, pode-
se observar que o produto da fotdlise é espectrofotometricamente muito similar ao complexo
cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]". Esse achado corrobora com a hipétese de que a irradiagao foi capaz
de promover a reducéo e saida do ligante nitrosil como NO° e a subsequente coordenagio de

uma molécula de solvente.

Figura 48 — Espectros de absorcdo eletrobnica para a fotdlise do composto cis-
[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** com luz azul (HTFA 0,1 mol L™, pH=3,0).
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Observa-se que para os espectros de ambos os complexos foi possivel identificar a
presenca de um ponto isosbéstico o qual sugere que a reacao € um processo simples de pseudo-
primeira ordem. Conforme ja reportado em outros estudos,'% 1% 1% nitrosilo complexos de
ruténio (I1) contendo ligantes polipiridicos, ao serem irradiados com luz de comprimento de
onda adequado, sofrem quebra da ligagdo Ru'-NO*, com liberacio de 6xido nitrico. Verifica-
se que apds a fotdlise desse tipo de composto hd manutencdo do estado redox do centro
metalico, indicando que a reducdo do ligante nitrosil € propiciada sem que ocorra formacéo de
Ru (II1), tal como constatado pelos resultados obtidos nesse trabalho. Investigacdes

mecanisticas posteriores sdo necessarias para esclarecer a rota envolvida nesse processo.

4.9 Reatividade com radicais de interesse biologico

O éanion superéxido e o radical hidroxila sdo radicais livres envolvidos em
processos fisioldgicos e patoldgicos, dentre os quais o0 estresse oxidativo (desequilibrio entre
espécies pré e antioxidantes) apresenta maior relevancia. Essa condicdo esta diretamente
relacionada as complica¢cdes mais graves em casos de infarto/isquemia, por exemplo, visto que
as espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas provocam danos teciduais antes e apds a
reperfusdo.l®® Uma vez que foi identificado que nitrosilo complexos podem apresentar
potencial farmacolégico como antioxidantes,>® % é de grande interesse o estudo da reatividade

desse tipo de composto com espécies radicalares.

Os resultados dos ensaios de reatividade dos compostos cis-[Ru(bpy)z2(2-
MIM)(NO)J** e cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** com radical superoxido sdo apresentados nas
Figuras 49 e 50.
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Figura 49 — Resultado do ensaio de reatividade do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]**

com anion superoxido.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 50 — Resultado do ensaio de reatividade do complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]3* com

anion superdéxido.
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Observa-se uma relacdo direta entre a concentracdo de nitrosilo complexo e
atividade antioxidante, evidenciando a capacidade dos compostos testados em capturar o
radical. A partir desses resultados determinou-se a concentracdo necessaria para se ter 50% de
inibicdo e, através da equacao 4, calculou-se a constante de velocidade da reacdo. Os valores
de 1Cso encontrados foram 10,8 e 48,2 pmol L™, enquanto as constantes foram da ordem de 1,6
x 10° e 3,6 x 10° L mol™? s, respectivamente. Apesar das constantes aparentes dos complexos
serem inferiores ao valor de constante para a reacdo entre NO e superdxido (= 10° L mol™? s

1,110 verificou-se que ha coeréncia com resultados ja relatados em trabalhos de outros grupos.®®

Considerando os dados encontrados nesse estudo e os resultados j& descritos para
sistema similares,®® propde-se que a reagdo entre os nitrosilo complexos e o radical 0 segue

as equac0es descritas abaixo.

cis-[Ru(bpy)2(L)(NO)J** + 05 — cis-[Ru(bpy)2(L)(NO)]?* + O, (13)

cis-[Ru(bpy)2(L)(NO)]** + H20 — cis-[Ru(bpy)2(L)(H20)]** + NO° (14)

A diferenca de atividade entre os complexos testados pode estar relacionada ao
carater eletrofilico do grupo nitrosil. Uma vez que o superoxido é uma espécie anibnica, é
esperado que ela reaja mais avidamente com eletrofilos fortes. Sabendo-se que a densidade
eletronica sobre o ligante NO™ ¢ influenciada diretamente pelo carater n-doador do ligante
auxiliar, nitrosilo complexos com ligantes que apresentem propriedades m-aceptoras estardo
mais sujeitos a ataques nucleofilicos. Levando em consideracdo o fato de que o composto 2-
metilimidazol é mais m-aceptor que a etilenotioureia, é coerente que o complexo cis-

[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]J3* seja mais reativo frente ao radical superoxido.

Com o objetivo de avaliar se a presenca do grupo nitrosil é determinante para a
reatividade frente ao anion superdxido realizou-se 0 mesmo ensaio com 0s demais complexos
sintetizados nesse trabalho. Verificou-se que em todos 0s casos 0S cOmpostos apresentaram
menores valores de 1Cso do que seus andlogos nitrosilados. As curvas referentes a esses

resultados estdo apresentadas nas Figuras 51 a 54.
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Figura 51 — Resultado do ensaio de reatividade do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]" com
anion superéxido.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 52 — Resultado do ensaio de reatividade do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2]?* com
anion superdéxido.
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Figura 53 — Resultado do ensaio de reatividade do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]*

com anion superoxido.
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Figura 54 — Resultado do ensaio de reatividade do complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]* com

anion superoéxido.
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A Tabela 9 resume os resultados dos ensaios de reatividade com radical superoxido

para os complexos estudados.

Tabela 9 — Valores de ICsp e de constante de velocidade aparente para reacdo com superoxido.

Complexos ICso (umol LL) k (L molts?)
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]* 536,46 4,2 x 10°
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2]?* > 1000 N&o determinado

cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]* > 1000 Néo determinado
cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]* 459,42 4,9 x 10*
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)J** 10,8 1,6 x 10°
cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]3* 48,2 3,6 x 10°

Fonte: elaborado pelo autor.

As Figuras 55 e 56 apresentam os resultados obtidos para o ensaio de reatividade
dos complexos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** e cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** com radical
hidroxila. Observa-se que concentragdes crescentes dos compostos foram acompanhadas de
aumento proporcional da capacidade de captura do radical hidroxilo o que sugere que ambos
0s complexos demonstram ter atividade antioxidante. De posse dos resultados, determinaram-
se os valores de 1Cso, bem como das constantes de velocidade para a reagdo entre 0s compostos
e a espécie radicalar. Foram encontrados os valores de 34,1 e 33,2 umol L? para as
concentracgdes inibitdrias de 50% da atividade, ao passo que as constantes de velocidade foram
iguais a 4,1 x 10! e 4,2 x 10 L mol s%, para os complexos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** e
cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]®*, respectivamente.

Entretanto, dados experimentais® 1! reportam que reagdes com radical hidroxila
em agua sdo limitadas por difusdo. Tais reagGes apresentam constante de velocidade,
geralmente, da ordem de 10 L mol?! s?, o que indica que nenhuma reagdo bimolecular
envolvendo esse radical em meio aquoso pode ter velocidade maior que esse valor. Diante de
tal incoeréncia frente aos resultados encontrados, tem-se como justificativa a possibilidade de
ocorréncia de reacdes sucessivas entre 0s compostos testados e a espécie radicalar.®* E possivel
que os complexos sintetizados apresentem mais de um sitio de reacdo com o radical OHe, visto

que os ligantes apresentam similaridade estrutural com substancias antioxidantes conhecidas.**



101

Além disso, estudos anteriores relatam que complexos de ruténio podem ser oxidados até

estados redox maiores (Ru"' e Ru'v) quando na presenca de radical hidroxila.''?

Figura 55 — Resultado do ensaio de reatividade do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]**

com radical hidroxila.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 56 - Resultado do ensaio de reatividade do complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** com

radical hidroxila.

80

Captacéo de radical (%)

N W A 6] )] ~
o o o o o o
| | | | | |

]

[y
o
|
]

o
|

10 20 30 40 50

]

Concentracdo de composto (umo L™)

Fonte: elaborado pelo autor.



102

4.10 Deteccéo de NO/HNO

A deteccio de NO e/ou HNO foi realizada utilizando cPTIO e Mb-Fe®*, os quais

sdo reconhecidamente sondas capazes de captar essas espécies e apresentarem respostas
espectroscopicas distintas.'** 1

O sal 2-(4-Carboxifenil)-4,4,5,5- tetrametilimidazol-1-oxil-3-6xido de potéssio ou
carboxi-PTIO tem sido utilizado com muito sucesso em diferentes protocolos que necessitam
de um capturador de dxido nitrico seletivo e robusto.!*>!'® Contudo, seu uso apresenta
limitacGes, tais como a reatividade com outros radicais e com outros 6xidos de nitrogénio
diferentes do NO.!'% 20 Nesse sentido, o cPTIO mostrou-se capaz também de reagir com
nitroxil (HNO) apresentando perfil espectroscopico distinto, permitindo assim diferencia-lo da
reacdo com NO. Essas diferencas estdo apresentadas na Figura 57.

Figura 57 — Reac6es de cPTIO com NO e HNO e seus respectivos produtos.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Observa-se que na reagdo com oxido nitrico o composto cPTIO, o qual apresenta
uma banda de absorcéo caracteristica em 560 nm, é convertido em cPTI, que ndo apresenta
absorcdo em 560 nm, mas sim em 440 nm. Em contraste, o cPTIO reage com HNO em duas

etapas gerando cPTI-H o qual ndo apresenta banda de absorcao no visivel.

Mioglobina (Fe3*) também tem sido utilizada na detecgéo de dxido nitrico e nitroxil,
assim como outras heme proteinas.'?* Tal como o cPTIO, metMb apresenta perfis distintos
quando reage com NO e HNO, apesar de sua diferenciacao depender de critérios mais sutis. Em
ambos os casos, ocorre alteracdes relativas a banda Soret e as bandas Q do espectro da
hemeproteina. Contudo, a reacdo de Mb (Fe**) com NO envolve mais de uma etapa e ocorre de

acordo com as equacdes abaixo:1??

Mb"! + NO — Mb'"-NO ki=1,9 x 10° M* s* (15)
Mb"'-NO + OH" — Mb" + HNO, konw= 3,2 x 10> M* s* (16)

Mb'" + NO — Mb'"-NO kno= 1,7 x 10" M1 s (17)

Por sua vez, a reagdo Mb (Fe*") com HNO segue uma Unica etapa, a qual ocorre
cerca de 1000 vezes mais rapido que a reagdo com NO:1

Mb" + HNO — Mb'-NO Krno= 2,7 x 105 M st (18)

Dessa forma, o perfil cinético pode fornecer informac6es que permitam distinguir

a especie envolvida na redugdo do grupo heme da proteina.

4.10.1 Detecgdo de NO/HNO durante fotolise

Os nitrosilo complexos de ruténio sintetizados foram submetidos a fotélise com luz
azul (Amax=460 nm) utilizando o reator fotoquimico descrito na secdo experimental. Essa faixa
de comprimento de onda foi selecionada considerando o fato de que os nitrosilocomplexos

sintetizados apresentam absorcao nessa regido do espectro, a qual, de acordo com os calculos
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de DFT, corresponde a transi¢cbes envolvendo o grupo nitrosil. A Figura 58 apresenta o
resultado do ensaio de fotdlise do composto cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** na presenca de

cPTIO acompanhado espectrofotometricamente.

Figura 58 — Acompanhamento da fotdlise com luz azul do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-

MIM)(NO)]J®* na presenca de cPTIO durante 60 minutos. Inset: variagdo da absorbancia pelo

tempo em 360 (—) e 560 nm (—). [Ru]= 50 pumol L; [cPTIO]= 160 pmol L™
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Fonte: elaborado pelo autor.

Pode-se observar que tempos progressivos de irradiagdo promovem mudangas
continuas no perfil espectroscopico com reducgdo das bandas em 360 e 560 nm e surgimento de
uma banda em 475 nm. Contudo, esse perfil destoa daqueles esperados para os produtos de
reacdo do cPTIO com NO ou HNO. Goldstein e colaboradores® 120 estudaram a reagéo de
nitroxidos de nitronila tais como o PTIO e derivados com diferentes 0xidos de nitrogénio e
verificaram que o cPTIO reage com diéxido de nitrogénio (NO2) gerando cPTIO", o qual
apresenta perfil espectroscépico muito similar ao encontrado no experimento de fot6lise com
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]3*. De fato, NO; é gerado estequiometricamente durante a reago
entre oxido nitrico e cPTIO, conforme descrito na Figura 57. Se NO for gerado lentamente
durante a fotdlise é possivel que as quantidades formadas de NO2 oxidem a sonda radicalar,

levando ao acumulo de cPTIO™.
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O experimento de fotdlise na presenga de cPTIO também foi realizado com o
composto cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)J** e seu resultado encontra-se na Figura 59. Pdde-se
observar perfil analogo ao encontrado no experimento anterior, no qual houve diminuicdo das
bandas em 360 e 560 nm, mas acompanhado do surgimento de uma banda mais intensa em 475
nm. Esse resultado, portanto, é coerente com a liberagdo de NO durante a fotélise do composto

e rapida formacéo do produto radicalar cPTI.

Figura 59 — Acompanhamento da fotolise com luz azul do complexo cis-
[Ru(bpy)2(ETU)(NO)J** na presenca de cPTIO durante 80 minutos. Inset: variagdo da
absorbancia pelo tempo em 360 (—) e 560 nm (=). [Ru]= 80 pmol L; [cPTI0]= 160 pmol L™
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.10.2 Deteccdo de NO/HNO na presenca de tiois

Sabe-se que nitrosilocomplexos de ruténio sdo capazes de liberar NO quando na
presenca de redutores bioldgicos, tais como L-glutationa (GSH) e L-cisteina.’?® Recentemente
foi demonstrado que essa classe de compostos de coordenacdo também € capaz de liberar HNO
na presenca de tiois, expandindo ainda mais o espectro de aplicagbes bioldgicas dessas
espécies.'?*Diante  disso, avaliou-se a capacidade liberadora de NO/HNO dos

nitrosilocomplexos sintetizados na presenca de tiois utilizando cPTIO e met-Mb como sondas.
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Testou-se o comportamento do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)J** diante da
reducdo com GSH usando cPTIO como sonda. O resultado do experimento esta exposto na

Figura 60.

Figura 60 — Acompanhamento da reagdo do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** com GSH
na presenca de cPTIO durante 30 minutos. Inset: variagcdo da absorbancia pelo tempo 560 nm.
[Ru]= 100 pmol Lt; [GSH]= 280 umol L*; [cPTIO]= 160 umol L*
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Fonte: elaborado pelo autor.

Observa-se que a reagdo ocorre rapidamente com tempo de meia-vida de
aproximadamente 130 s e verifica-se a diminui¢ao das bandas em 560 e 360 nm com surgimento
de um ombro em 420 nm. Fica evidente pelo perfil espectral que, de fato, ocorreu a liberagdo
de NO ou HNO, mas ndo se pode afirmar com exatiddo qual deles foi formado
majoritariamente. Na tentativa de esclarecer essa duvida realizou-se experimento analogo
utilizando met-Mb como sonda e seu resultado encontra-se na Figura 61. Pode-se observar
rdpida mudanca no perfil espectral (ti2= 120 s) com diminuicdo e deslocamento da banda Soret
para 418 nm e alteracdo das bandas Q. Em conjunto, esses achados sugerem que a reagédo do
nitrosilo complexo com L-glutationa libera HNO. Contudo, evidéncias adicionais sdo ainda

necessarias para confirmar tal proposta.
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Figura 61 — Acompanhamento da reacdo do complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** com GSH
na presenca de met-Mb durante 30 minutos. [Ru]= 120 pmol L%; [GSH]= 1,2 mmol L; [met-
Mb]= 6,5 pmol L™,
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Fonte: elaborado pelo autor.

O complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)J3* também teve sua capacidade de liberago
de NO/HNO diante da reducdo com tiois testada usando as duas sondas. Os resultados dos

ensaios com cPTIO e met-Mb estdo apresentados nas Figuras 62 e 63.

Figura 62 — Acompanhamento da reacdo do complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** com GSH
na presenca de cPTIO durante 30 minutos. Inset: variacdo da absorbancia pelo tempo 560 nm.
[Ru]= 20 pmol Lt; [GSH]= 160 pmol L:; [cPTI0]= 160 pmol L
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Observa-se que os dados obtidos s@&o muito semelhantes aos fornecidos pelos
ensaios anteriores. No caso da reacdo com cPTIO verificam-se mudancas espectrais rapidas
(tro= 150 s) que sugerem reagdo com NO/HNO, mas sem permitir distinguir com seguranca
qual o 6xido de nitrogénio envolvido. O ensaio com met-Mb, por sua vez, também apresenta
mudangas espectrais em tempo curto e cujo perfil sugere a reacdo com HNO. Uma vez mais,
experimentos com técnicas complementares podem permitir a elucidagdo correta das espécies

envolvidas nesse sistema.

Figura 63 — Acompanhamento da reacdo do complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** com GSH
na presenca de met-Mb durante 30 minutos. [Ru]= 60 pmol L; [GSH]= 1,3 mmol L; [met-
Mb]= 6,5 umol L*
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Fonte: elaborado pelo autor.

De forma a avaliar se outros tidis presentes no meio biolégico também podem atuar
como redutores e promover a liberagcdo de NO/HNO, realizaram-se ensaios andlogos aos
anteriores substituindo-se L-glutationa por L-cisteina, o qual é um aminoacido encontrado na

maioria das proteinas humanas.

Os resultados desses experimentos para o complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]**

estdo apresentados nas Figuras 64 e 65.
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Figura 64 — Acompanhamento da reacéo do complexo cis-[Ru(bpy)z(2-MIM)(NO)]** com L-
cisteina na presenca de cPTIO durante 30 minutos. Inset: variacdo da absorbancia pelo tempo

560 nm. [Ru]= 100 umol L*; [L-cisteina]= 280 pmol L; [cPTI0]= 160 pmol L*
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 65 — Acompanhamento da reacéo do complexo cis-[Ru(bpy)z(2-MIM)(NO)]** com L-

cisteina na presenca de met-Mb durante 30 minutos. [Ru]= 120 pmol L*; [L-cisteina]= 1,2

mmol L; [met-Mb]= 6,5 pmol L*
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Verifica-se, para o ensaio com o cPTIO, perfil muito similar ao ja observado no
ensaio utilizando GSH como redutor. A répida (t12=80 s) diminuigdo das bandas em 360 e 560
nm, com surgimento de um diminuto ombro em 440 nm sugerem uma provavel liberacéo
majoritaria de HNO durante a reducdo. Por sua vez, o experimento realizado na presenca de
metmioglobina apresentou mudancas espectrais que indicam a redugdo da hemeproteina em um
curto periodo de tempo (t12=60 s). Verificou-se, assim como no experimento com L-glutationa,
deslocamento batocrémico da banda Soret acompanhado de alteracGes das bandas Q, com
surgimento de transi¢cfes em 548 e 580 nm e concomitante diminuicdo das bandas em 506 e
634 nm.

L-cisteina também foi utilizada como redutor frente ao complexo cis-
[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** e os resultados dos ensaios estdo apresentados nas Figuras 66 e 67

abaixo.

Figura 66 — Acompanhamento da reacio do complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** com L-
cisteina na presenca de cPTIO durante 30 minutos. Inset: variacdo da absorbancia pelo tempo
560 nm. [Ru]= 100 pumol L*; [L-cisteina]= 280 umol L*; [cPTIO]= 160 umol L*
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 67 — Acompanhamento da reacdo do complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** com L-
cisteina na presenca de met-Mb durante 30 minutos. [Ru]= 60 umol L*; [L-cisteina]= 1,3 mmol
Lt [met-Mb]= 6,5 pmol L*
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Novamente, assim como verificado para a reacdo com GSH, os experimentos
fornecem evidéncias que sugerem a liberacdo de HNO. Ensaios adicionais sdo, contudo,

necessarios para a quantificacdo dos produtos e confirmacéo dessa proposta.

4.11 Docking molecular

Célculos de docking molecular envolvem a determinacdo do posicionamento,
conformacdo e energia de ligacdo relacionados & interacdo entre uma espécie quimica pequena
(ligante) e uma macromolécula (receptor).'?® Esse tipo de simulagio computacional tem sido
extensivamente utilizado ndo somente para determinacdo de alvos terapéuticos de farmacos
cujo mecanismo de acdo ndo é plenamente conhecido, mas também para otimizar e orientar o
desenvolvimento racional de novas moléculas biologicamente ativas.'?6'?® Em quimica de
coordenacado, o docking molecular tem se mostrado como uma ferramenta valiosa para guiar a

sintese de novos compostos com acdo farmacologica especifica sobre alvos proteicos ou ainda
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que apresentem forte interacdo com é&cidos nucleicos e seu epigenoma associado.!?%13 Essas

caracteristicas sdo fundamentais para o desenvolvimento de drogas antineoplasicas.

Nesse trabalho foram selecionados doze alvos bioldgicos proteicos, ndo-proteicos
e mistos que apresentam importancia farmacocinética ou farmacodindmica como provaveis
alvos para o tratamento de neoplasias. Foram determinadas as posi¢des e conformogdes mais
estaveis, bem como as energias envolvidas na estabilizacdo dessas estruturas. Os valores de

energia estdo elencados na Tabela 10, abaixo.

Tabela 10 — Valores de energia (kcal mol™?) para as conformagdes mais estaveis dos complexos

diante dos alvos selecionados.

FORO011A FORO011AA FORO0011B FORO711A FORO0811A FORO0811B

rHA -6,67 -7,08 -1,24 -6,66 -8,04 -8,23
TS -6,94 -71,44 -6,97 -7,30 -8,41 -8,46
RNR -7,16 -8,50 -1,34 -6,86 -8,76 -8,91
HDAC7 -6,38 -6,86 -6,82 -6,59 -8,53 -8,64
CatB -6,74 -8,32 -7,33 -7,18 -8,62 -9,06
Top Il -6,36 -6,30 -6,24 -6,82 -6,63 -6,55
TrxR -8,06 -9,13 -9,15 -8,88 -9,63 -9,86
BRAFk -5,05 -4,66 -5,34 -5,29 -5,18 -5,62
NCP -9,08 -12,41 -9,00 -9,12 -15,17 -15,37
DNAgy -5,72 -6,68 -6,64 -6,24 -7,09 -7,06
DNAd -7,41 -7,51 -6,92 -7,33 -8,02 -7,39
DNAg4 -5,82 -6,56 -6,10 -5,89 -6,91 -7,20

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: rHA — Albumina humana recombinante; TS — Timidilato sintetase; RNR — Ribonucleotideo redutase;
HDACY7 — Histona deacetilase; CaB — Catepsina B; Top Il — Topoisomerase Il; TrxR — Tiorredoxina redutase;
BRAFk — BRAF quinase; NCP — Proteina do cerne do nucleossoma; DHAgy — DNA girase; DNAd — DNA dupla
hélice; DNAg4 — DNA G-quadruplex; FOR0011A — cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]*; FOR0011AA — cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)2]?*; FOR0011B — cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]*; FOR0711A — cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]*; FOR0811A — cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]3*; FOR0811B — cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]**.

Observa-se pelos valores apresentados na Tabela 10, como tendéncia geral, que 0s
complexos que apresentam maior carga positiva apresentaram melhores valores de
estabilizacdo. Diante disso, é seguro afirmar que forcas intermoleculares do tipo dipolo-ion e
ion-ion (interacdo eletrostatica) devem contribuir majoritariamente para a estabilidade desses
complexos junto aos receptores testados. Verifica-se também que os melhores resultados foram
obtidos frente a proteina do cerne do nucleossoma, o qual é a unidade fundamental de
organizacdo do material genético. As posicOes e conformacbes mais estaveis dos complexos

diante desse alvo estdo apresentadas na Figura 68.
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Figura 68 — Posicoes e conformagdes de menor energia calculas por docking molecular para os
complexos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]*, cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]*, cis-[Ru(bpy)2(2-MIM),]?*,
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]*, cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]** e cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]*".




Figura 68 — (Continuagéo)

Fonte: elaborado pelo autor.
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As demais posi¢fes com respectivas conformacbes podem ser visualizadas no
Apéndice M. Tentou-se tambem estabelecer correlacdo entre os modos de intera¢do observados
e a localizacdo espacial dos orbitais de fronteira dos complexos em estudo (Apéndices N a S).

Entretanto, nenhuma relacdo aparente entre essas propriedades pode ser estabelecida.

Observou-se que a maioria dos complexos interagiu majoritariamente com as
cadeias de DNA que envolvem a proteina. Visto que os grupos fosfatos dessas cadeias sao
carregados negativamente € coerente que 0s complexos mais carregados positivamente
apresentem interacdo mais forte. Adicionalmente, verifica-se que os ligantes promoveram
estabilizacdo adicional ao interagirem com os residuos de aminoécido da proteina, apesar de
gue nao houve preferéncia por grupos especificos. Convém ainda ressaltar que o complexo cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM),]?* apresenta-se parcialmente inserido entre duas cadeias de DNA, podendo
portanto vir a interferir no processo de condensagéo/relaxamento das fitas ou ainda no processo
de replicacdo e/ou transcricao da informacédo genética. Essas propriedades sdo interessantes em

um provavel farmaco antineoplasico.

4.12 Avaliagéo da citotoxicidade

A viabilidade celular dos compostos foi avaliada através do método do MTT
seguindo metodologia descrita na se¢do experimental. Todos os compostos foram testados em
concentracdo Unica de 5ug mL? frente a 3 linhagens de células cancerigenas. Os resultados

obtidos estdo apresentados na Figura 69.
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Figura 69 — Resultados dos ensaios de viabilidade celular expressos em porcentagem de
inibicdo do crescimento para as linhagens HCT-116 (=), SF-295 (=) e HL-60 ().
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Fonte: elaborado pelo autor.

Observa-se que dos cinco compostos testados, somente dois obtiveram inibicdo de
crescimento celular maior que 75%, ou seja, que apresentaram atividade citotdxica
significativa. O composto cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2]?* apresentou taxa de inibicio de 82,37%
frente a linhagem leucémica promielocitica humana (HL-60), mas ndo se mostrou
suficientemente ativo contra as outras duas linhagens testadas, indicando especificidade na sua
acdo citotoxica. De forma analoga, o complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]" mostrou-se ativo
contra o crescimento da linhagem de carcinoma de célon humano (HCT-116) com porcentagem
de inibicdo de 75,74%, mas também se revelou incapaz de inibir eficientemente o
desenvolvimento de outras linhagens. Tais resultados sugerem, portanto, que dois dos
complexos sintetizados apresentam potencial antineoplésico especifico, podendo avangar para

testes que permitam elucidar os mecanismos envolvidos em sua acéo.
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4.13 Avaliagéo da atividade vascular

A capacidade de nitrosilo complexos de coordenagdo atuarem como
vasodilatadores ja é conhecida ha quase um seculo através do uso do nitroprussiato de sodio
como anti-hipertensivo.'** Essa espécie tem sido extensivamente utilizada na prética clinica
devido sua capacidade de dilatar artérias e veias, reduzir a pds-carga e a pressdo de
preenchimento ventricular.*’- 134 O nitroprussiato atua liberando 6xido nitrico, o qual pode ser
gerado através de reducéo fotoquimica ou quimica, por meio de tidis bioldgicos,! e esse ativa
a fracdo soluvel da guanilato ciclase soluvel desencadeando a cascata de sinalizacéo que resulta
em relaxamento vascular. Contudo, o uso desse medicamento traz riscos, tanto pela liberacao
rapida de NO como pelo risco de intoxicagdo por cianeto associado.!® Logo, desenvolver
moléculas que possam substituir o nitroprussiato, mantendo sua eficiéncia e diminuindo os

riscos para o paciente, € uma necessidade emergente.

A atividade vascular dos nitrosilocomplexos sintetizados foi avaliada pela medida
do grau de relaxamento promovido pelos compostos em anéis de aorta de rato pré-contraidas
com fenilefrina (PHE). Os ensaios foram realizados em parceria com o Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceard, seguindo protocolos bem
estabelecidos. Os resultados desses experimentos para o composto cis-[Ru(bpy)2(2-
MIM)(NO)]J** em comparagdo com 0s seus respectivos precursores sao apresentados na Figura

70 abaixo.
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Figura 70 — Curvas de concentragdo por porcentagem de contragcdo para 0S compostos cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)J3*, cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]* e cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]* em

aortas (n=6) de rato pré contraidas com fenilefrina (0,1 umol LY).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: FOR0011A= cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]*; FOR0711A= cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]*; FOR0811A=cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]**.

Verifica-se pelas curvas de relaxamento que tanto o nitrosilocomplexo como seus
precursores apresentam atividade vasodilatadora em aneis de aorta de rato pré contraidos com
fenilefrina, ainda que inferior a droga padréo (nitroprussiato de sodio). Contudo, percebe-se
que o precursor cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]* exibiu valor de ECso ligeiramente inferior (0,165
umol L) que o seu respectivo derivado com o grupo nitrosil (0,198 umol L™?). O nitro
complexo cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]*, por sua vez, foi cerca de 3 vezes menos efetivo, com
valor de ECso igual a 0,464 pumol L. Apesar de ser esperado que nitrosilocomplexos
apresentem valores de ECsp mais baixos que compostos ndo liberadores de oxido nitrico,
complexos bipiridinicos de ruténio (II) sem o grupo NO ja demonstraram ter excelente
capacidade vasodilatadora.®* Convém ressaltar também que, mesmo essas espécies sendo

capazes de causar relaxamento vascular médio de forma mais efetiva, somente os compostos
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com ligantes NOy sao capazes de provocar relaxamento méximo do musculo liso, conforme

pode ser observado no gréfico da Figura 70.

Os ensaios de atividade vascular também foram realizados com o composto cis-
[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]J®* e seu precursor nas mesmas condicdes. Os resultados estio expostos

na Figura 71.

Figura 71 — Curvas de concentracdo por porcentagem de contragdo para 0S COmMpOStos Cis-
[Ru(bpy)2(ETU)(NO)]** e cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]* em aortas (n=6) de rato pré contraidas com
fenilefrina (0,1 umol LY).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: FOR0011B= cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]*; FOR0811B=cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)J*".

Ambos 0s compostos apresentaram acdo hipotensora, sendo o efeito mais
pronunciado para o complexo cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]*, o qual apresentou ECso da ordem de
0,09 umol L. O respectivo nitrosilocomplexo, por sua vez, foi menos efetivo com ECso de

aproximadamente 0,22 umol L. InvestigacGes adicionais sdo necessérias para esclarecer o
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mecanismo farmacol6gico envolvido, bem como o porqué da elevada eficiéncia de

vasodilatacdo mesmo na auséncia de 6xido nitrico.

Para fins de validacdo, ensaios similares foram realizados com o precursor cis-
[Ru(bpy)2Cl2] e os ligantes 2-metilimidazol e etilenotioureia e seus resultados sdo mostrados
na Figura 72. Observou-se que nem o complexo e nem os ligantes isolados tem acéo hipotensora
pronunciada, apresentando valores de ECso maiores que 5 pmol L, muito mais elevados que
aqueles encontrados para 0s compostos sintetizados. Assim, tem-se que as novas estruturas
obtidas nesse trabalho exibem atividade vasorelaxante ndo observada para oS respectivos
precursores. Tais especies serdo estudadas em maiores detalhes e servirdo como base para a

obtencdo de novos compostos com atividade bioldgica aprimorada.

Figura 72 — Curvas de concentragdo por porcentagem de contragdo para 0S COmMpOStos cis-
[Ru(bpy)2Cl2] e os ligantes organicos 2MIM e ETU em aortas de rato (n=6) pré contraidas com

fenilefrina (0,1 umol LY).
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Legenda: 2MIM=2-metilimidazol; ETU=etilenotioureia.
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5 CONCLUSOES

Considerando-se as evidéncias experimentais expostas, foram sintetizados e
caracterizados seis novos complexos de ruténio (Il) contendo 2,2’-bipiridina e os derivados
imidazolicos 2-metilimidazol e etilenotioureia como ligantes auxiliares. Teécnicas
espectroscopicas e eletroquimicas, bem como simulagbes computacionais, forneceram
evidéncias que corroboram com as estruturas propostas para 0os compostos, além de demonstrar

viabilidade e reprodutibilidade das rotas sintéticas executadas.

Dentre os seis complexos sintetizados, dois deles apresentaram o grupo nitrosil
como ligante, o que os torna provaveis candidatos a liberadores de 6xido nitrico. Avaliou-se 0
pH de interconversio NO*/NOz, mas nenhum dos complexos se mostrou manter-se
majoritariamente na forma nitrosilada em pH fisioldgico. Contudo, verificou-se que 0s
complexos sdo suficientemente estaveis para que se tenha a reversibilidade completa da reacéo.
Estudou-se também a capacidade de liberacdo eletroquimica de NO° com aplicagdo de
potencial elétrico, como também a liberacdo fotoquimica, quando irradiados com luz azul. Para
ambos 0s estudos, encontraram-se evidéncias pertinentes que sugerem a labilizacdo do ligante
nitrosil. Avaliou-se também a possibilidade de liberacdo viabilizada por redutores bioldgicos e
e verificou-se que na presenca de tiois ha evidéncias de formacao de HNO, o produto da reducao

monoeletrdnica do 6xido nitrico. Estudos adicionais podem vir a confirmar essa hipdtese.

O potencial antioxidante dos nitrosilo complexos também foi averiguado diante de
dois radicais livres de importancia patoldgica. Os resultados dos experimentos sugerem que 0S
dois nitrosilocomplexos apresentam atividade scavenger frente aos radicais superoxido e
hidroxila. Ensaios com os complexos precursores indicam que a presenga do grupo nitrosila é

essencial para a atividade antioxidante.

SimulagGes de docking molecular sugeriram que os compostos sintetizados podem
interagir com alvos bioldgicos importantes na patogénese e manutencdo do cancer,
evidenciando o potencial farmacologico dos complexos estudados. Testes in vitro poderdo ser

feitos para comprovar as predi¢cdes computacionais.

Ensaios farmacoldgicos preliminares também foram realizados. Dois dos
compostos apresentaram acao citotoxica especifica quando testados frente a linhagens de

células cancerigenas: os complexos cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2]%* e cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]* foram
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efetivos em inibir o crescimento de culturas de leucemia promielocitica e carcinoma de cdlon
humano, respectivamente. Na avaliacdo de atividade vascular, os dois nitrosilocomplexos e
Seus respectivos precursores apresentaram excelente acdo hipotensora, sendo o composto cis-
[Ru(bpy)2(ETU)CI]* aquele que apresentou maior eficiéncia. Estudos adicionais séo

necessarios para determinar o mecanismo de acdo envolvido.

Em conjunto, esses resultados evidenciam a obtencdo de seis novos complexos
bipiridinicos de ruténio, dos quais cinco apresentaram potencial farmacolégico e sdo candidatos

promissores a novas metalodrogas que irdo compor o arsenal terapéutico futuramente.
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APENDICE A - ATRIBUICOES E VALORES DE COEFICIENTE DE
ABSORTIVIDADE MOLAR PARA OS COMPLEXOS SINTETIZADOS, EM
ACETONITRILA

Complexo A (nm) & (mol* L cm?) Atribuicdo
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]* 242 2,36 x 107 IL (x — 7*(bpy))
295 4,65 x 10* LLCT (xCl” — n*(bpy))
357 748x 105 MLCT (dnRu — n*(bpy))
521 7,38 x 10° MLCT (dnRu — n*(bpy))
cis-[Ru(bpy)2(ETU)CIT* 245 2,51 x 10* IL (x — m*(bpy))
295 5,46 x 10* IL (x — w*(bpy))
353 8,19x10°  MLCT (dnRu — n*(bpy))
505 7,57 x 10° MLCT (dnRu — m*(bpy))
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)]?* 243 2,34 x 10° IL (x — 7*(bpy))
293 6,05 x 10* IL (x — w*(bpy))
341 792x105  MLCT (dnRu — n*(bpy))
493 9,23x10°  MLCT (dnRu — w*(bpy))
cis-[Ru(bpy)22-MIM)(NO)]* 242 1,96 x 10° IL (1 — n*(bpy))
292 4,32 x 104 IL (x — w*(bpy))
338 7,06x10°  MLCT (dnRu — w*(bpy))
477 6,19 x 10° MLCT (dnRu — m*(bpy))
cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)[¥* 299 2,07 x 10* IL (x — m*(bpy))
331 9,66 x 10> LLCT (n(bpy) — n*(NO%))
cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)** 297 1,92 x 10° IL ( — m*(bpy))
331 9,98 x 10° LLCT (n(bpy) — n*(NO%))
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APENDICE B — ESPECTRO BIDIMENSIONAL COSY PARA O COMPLEXO cis-
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APENDICE C - ESPECTRO BIDIMENSIONAL COSY PARA O COMPLEXO cis-
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APENDICE D - ESPECTRO DE RMN 'H DO LIGANTE 2-METILIMIDAZOL EM
ACETONA ds
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APENDICE E — ESPECTRO DE RMN !H DO LIGANTE ETILENOTIOUREIA EM
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APENDICE F — ESPECTROS DE HRESI-MS PARA OS COMPOSTOS OBTIDOS

cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]*
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cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)J**
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[Ru(bpy)2(2-MIM)2](PFs) EM ACETONA de
8
4 5 3¢ 10 9
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APENDICE G - ESPECTRO BIDIMENSIONAL COSY PARA O COMPLEXO cis-
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APENDICE H- VOLTAMOGRAMA CICLICO (32 CICLOS) PARA O ION
COMPLEXO cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]* EM NaTFA 0,1 MOL L pH=3,0. V=100
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APENDICE | - ESPECTRO BIDIMENSIONAL COSY PARA O COMPLEXO cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)](PFs) EM ACETONA ds
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APENDICE J —ATRIBUI(}OES DOS ESPECTROS DE RMN 'H DO COMPLEXO cis-
[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]*

Sinal Deslocamento quimico (ppm)
1 10,41
2 7,92
3 7,42
4 8,65
5 8,54
6 8,01
7 7,41
8 8,01
9 8,01
10 7,32
11 7,92
12 8,54
13 8,61
14 7,42
15 7,77
16 8,86
17 7,01
18 8,01
19 11,66

20 1,12
21 1,12

N
N

1,12
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APENDICE K — ESPECTRO BIDIMENSIONAL COSY PARA O COMPLEXO cis-
[Ru(bpy)2(2-M1M)(NO)](PFs)s EM DMSO ds
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APENDICE L — ESPECTRO BIDIMENSIONAL COSY PARA O COMPLEXO cis-
[Ru(bpy)2(ETU)(NO)](PFe)s EM ACETONA ds
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APENDICE M - RESULTADOS DOS CALCULOS DE DOCKING MOLECULAR
PARA OS COMPLEXOS FORO0011A, FOR0011AA, FOR0011B, FORO0711A,
FORO0811A E FOR0811B

Albumina Recombinante Humana (rHA)
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Timidilato Sintetase (TS)
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Ribonucleotideo Redutase (RNR)
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Histona Deacetilase (HDAC7)
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Catepsina B (CatB)
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Topoisomerase Il (Top 1)
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Tireoredoxina Redutase (TrxR)
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BRAF Quinase (BRAFK)
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DNA Girase (DNAgy)
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DNA Duplex (DNAd)
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DNA G-quadruplex (DNAg4)
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APENDICE N — CONTORNOS DE ORBITAIS MOLECULARES SELECIONADOS
DO COMPLEXO cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)CI]*
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APENDICE O - CONTORNOS DE ORBITAIS MOLECULARES SELECIONADOS
DO COMPLEXO cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)2]?*
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APENDICE P - CONTORNOS DE ORBITAIS MOLECULARES SELECIONADOS
DO COMPLEXO cis-[Ru(bpy)2(ETU)CI]*
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APENDICE Q - CONTORNOS DE ORBITAIS MOLECULARES SELECIONADOS
DO COMPLEXO cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO2)]*




176

%G
YV 4
JJ"

LUMO+8 LUMO+9




177

APENDICE R —- CONTORNOS DE ORBITAIS MOLECULARES SELECIONADOS
DO COMPLEXO cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)J3*
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APENDICE S — CONTORNOS DE ORBITAIS MOLECULARES SELECIONADOS
DO COMPLEXO cis-[Ru(bpy)2(ETU)(NO)J3*
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