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RESUMO

Complexos de ruténio(I) tem sido alvo de intensa pesquisa nas ultimas décadas por
apresentarem grande potencial farmacoldgico para tratamento de diversas patologias, dentre
elas as doengas cardiovasculares. Adicionalmente, compostos de coordenacdo contendo
derivados imidazolicos e ligantes do tipo NOyx também se mostraram como sistemas
promissores por sua versatilidade e amplo espectro de aplicagdes terapéuticas (anticancerigena,
cardiomoduladora, anti-hipertensiva, por exemplo). Diante disso, esse trabalho tem por objetivo
sintetizar novos complexos de formula geral cis-[Ru'l(phen):LiLo]"", onde phen=1,10-
fenantrolina, L;=2-metilimidazol (2MIM) ou etilenotiouréia (ETU), L,=Cl, NO' ou
[N(O)SOs] . A caracterizagdo foi realizada através de técnicas espectroscopicas (espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho, espectroscopia eletronica e espectroscopia de absor¢do
de raios X), espectrometria de massas, ressonancia magnética nuclear de 'H, difracio de raios
X e voltametria ciclica, sustentando as estruturas propostas. Os nitrosilo-complexos e os
compostos contendo nitrosil-sulfito foram entdo estudados quanto a sua capacidade de liberagdo
de 6xido nitrico (NO?) sob diferentes condi¢des. O acompanhamento espectroscopico durante
irradiagdio de luz azul (Amax=460 nm) evidenciou a liberacdo controlada de NO°, proporcional
ao tempo de exposi¢do a luz. Os complexos também se mostraram capazes de doar 6xido nitrico
quando reduzidos por L-glutationa. Nessa condi¢do, houve evidéncia também de liberagdo de
nitroxil (HNO) para os nitrosilo-complexos, sustentada por ensaios com as sondas mioglobina
e cPTIO. Titulagdo espectrofotométrica mostrou que os compostos  cis-
[Ru(NO)(phen)2MIM)]** e cis-[Ru(NO)(phen)2(ETU)]** apresentam pH de conversdo
nitrosil/nitro iguais a 5,66 e 6,53, respectivamente. A capacidade capturadora de radical
superdxido foi avaliada e demonstrou que tanto os nitrosilo como os nitrosil-sulfito complexos
podem funcionar como antioxidantes. Simula¢des de docking molecular foram executados a
fim de avaliar a possibilidade de intera¢do dos complexos com DNA e proteinas transportadoras
(albumina sérica humana e apo-transferrina). Os resultados obtidos sugerem a ocorréncia de
interagdes fracas e moderadas, indicando baixas tendéncias a citotoxicidade e a ligacdes
estaveis com proteinas. Experimentos para determinacdo de coeficiente de particdo (logP)
sugerem que todos os complexos sdo fracamente hidrofilicos. Testou-se ainda a atividade
anticancer dos complexos frente a trés linhagens tumorais e verificou-se que os compostos
apresentam pouca toxicidade, além de uma modesta seletividade para células de tumor mamario.
Ensaios de reatividade vascular evidenciaram a capacidade de todos os complexos em promover

vasodilatacdo, sendo a espécie cis-[Ru(NO)(phen)2(2MIM)]** aquele a apresentar os melhores



resultados com valor de ECso da ordem de 214 nmol L™'. Em seguida, avaliou-se a capacidade
dos complexos contendo o ligante tioaminico ETU em atuar como doadores de sulfeto de
hidrogénio (H2S). Experimentos com eletrodo seletivo para H»S evidenciaram a formagdo de
sulfeto quando os complexos reagem com tidis. Esse resultado foi corroborado pelo
experimento de redu¢do da sonda resazurina acompanhado por espectroscopia de emissao
fluorescente. Andlises de espectrometria de massas sugerem a formacéo de persulfetos durante
a reducdo desses complexos com L-glutationa. Por fim, avaliou-se a atividade vasodilatadora
desses complexos na presenca de um capturador de H»S, sendo observada supressdo parcial do
relaxamento vascular. Isso evidenciou a participagdo do H>S na capacidade vasorelaxante

desses compostos.

Palavras-chave: ruténio; 6xido nitrico; nitroxil; vasodilatagdo; sulfeto de hidrogénio.



ABSTRACT

In recent decades, ruthenium(Il) complexes have been the subject of intense research for
presenting great pharmacological potential for the treatment of several pathologies, among
them cardiovascular diseases. Additionally, coordination compounds containing imidazole
derivatives and NOx-type ligands have also shown to be promising systems due to their
versatility and broad spectrum of therapeutic applications (anticancer, bactericidal,
antihypertensive, for example). Therefore, this work aims to synthesize new complexes of the
general formula cis-[Ru''(phen):LiLo]"", where phen=1,10-phenanthroline, L;=2-
methylimidazole (2MIM) or ethylenothiourea (ETU), L>=Cl, NO" or [N(O)SOs]. The
characterization was performed using spectroscopic techniques (vibrational spectroscopy in the
infrared range, electronic spectroscopy and X ray absorption spectroscopy), mass spectrometry,
'"H nuclear magnetic resonance, X ray diffraction and cyclic voltammetry, supporting the
proposed structures. The nitrosyl complexes and compounds containing nitrosyl-sulfite were
then studied for their ability to release nitric oxide (NO’) under different conditions. The
spectroscopic monitoring during irradiation with blue light (Amax = 460 nm) showed controlled
release of NOY, proportional to the time of exposure to light. The complexes have also been
shown to be able to donate nitric oxide when reduced by l-glutathione. In this condition, there
was also evidence of nitroxyl (HNO) release by the nitrosyl complexes, sustained by assays
using the probes myoglobin and cPTIO. Spectrophotometric titration showed that the
compounds cis-[Ru(NO)(phen)2(2MIM)]** and cis-[Ru(NO)(phen)(ETU)]** have a pH of
nitrosyl/nitro conversion equal to 5.66 and 6.53, respectively. The radical scavenger capabilities
were evaluated and it was demonstrated both nitrosyl and nitrosyl-sulfite complexes can work
as antioxidant compounds. Molecular docking simulations were executed in order to evaluate
the possibility of interaction between the complexes and DNA or transport proteins (human
serum albumin and apo-transferrin). The results suggest the existence of weak and moderate
interactions, indicating low tendencies to cytotoxicity and to stable bonding with proteins.
Experiments for partition coefficient determination (logP) suggested that all complexes are
slightly hydrophilic. The anti-cancer activity of the complexes was tested against three tumor
cell lines and it was found that the compounds have little toxicity, in addition to a modest
selectivity for breast tumor cells. Vascular reactivity assays evidenced that all complexes can
promote vasodilation, where the compound cis-[Ru(NO)(phen)2(2MIM)]** presented the best
results, with ECso values around 214 nmol L™\, On the next moment, the capability of the

complexes containing the thioamide ligand ETU work as a hydrogen sulfide (H2S) donor was



evaluated. Experiments with a H»S selective electrode evidenced the formation of sulfide in
solution when the complexes react with thiols. That result was corroborated with the resazurin
probe reduction experiment followed by fluorescent emission spectroscopy. Mass spectroscopy
analyses suggested the formation of persulfides during the reduction with I-glutathione. Finally,
the vasodilation activity of those complexes was evaluated in the presence of a H>S scavenger,
where a partial suppression of the vascular relaxing could be observed. That evidenced the

participation of H>S in the vasorelaxant activity of those compounds.

Keywords: ruthenium; nitric oxide; nitroxyl; vasodilation; hydrogen sulfide.
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1 INTRODUCAO

Os avangos tecnoldgicos permitiram ao homem prosperar nas condigdes mais
adversas. No que diz respeito a tecnologia para fins medicinais e aplicacdo em saude isso se
torna ainda mais evidente. O surgimento da farmacoterapia racional, baseada nos fundamentos
seculares de Hipdcrates e Paracelsus, e aprimorada pelos conceitos modernos estabelecidos por
Pasteur e Ehrlich resultaram em alguns dos avangos mais significativos do século XX. O
desenvolvimento de drogas antimicrobianas, de anti-inflamatdrios esteroidais e ndo-esteroidais
e de antineopldsicos resultou ndo somente no aumento na expectativa de vida, mas também em
mudangas comportamentais significativas. O uso de medicamentos se tornou acessivel a tal
ponto que algumas dessas substancias tornaram-se parte da rotina e fala-se até¢ mesmo em
“farmacos de estilo de vida”.

Entretanto, ha uma faceta dessa realidade pouco conhecida fora do meio médico e
académico. As facilidades criadas pelo avango tecnolégico combinadas a uma falsa certeza de
que ndo ha mais doencas intratdveis levaram a sociedade a uma série de mudangas
comportamentais. Tais mudangas hoje se refletem em um novo perfil epidemioldgico, diferente
do que poderia ser imaginado a algumas décadas. Enquanto se estabelece um (necessario)
debate sobre como evitar a proxima pandemia de doengas infectocontagiosas, a populagdo
mundial padece, tanto em paises ricos como pobres, de males que se desenvolvem de forma
silenciosa e que muitas vezes poderiam ser trataveis quando diagnosticados no tempo correto.

E preciso falar sobre doencas cardiovasculares e seus riscos a satde em nivel global.

1.1 Doencas Cardiovasculares

O conjunto de enfermidades que afeta o coracdo e os vasos sanguineos, e
consequentemente perturba a hemodindmica regular, ¢ genericamente denominado de doencgas
cardiovasculares (DCVs).! Tais condi¢des abrangem desde as anomalias anatomicas desses
orgdos e tecidos (por exemplo, as valvulopatias) até as sindromes decorrentes de problemas
metabodlicos cronicos, como a aterosclerose.”? Enquanto aquelas sdo patologias congénitas que
acompanhar@o o individuo por toda sua vida se ndo forem corrigidas cirurgicamente, as demais
se desenvolvem, geralmente, apds os 40 anos em decorréncia dos habitos e estilo de vida do
individuo. Contudo, fatores genéticos também exercem importancia consideravel no
surgimento desse tipo de morbidade.?

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Satide (OMS), doencas cardiovasculares
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sdo a principal causa de morbi-mortalidade a nivel mundial, independente do sexo.* As
estimativas atuais s@o de que 17,9 milhdes de vidas sdo perdidas anualmente em decorréncia de
DCVs, o que representa 32% de todas as mortes ocorridas em todo o mundo.” Apesar de sua
prevaléncia ser maior em individuos idosos, existe uma tendéncia de aumento do nimero de
pessoas jovens portadoras (sintomaticas ou ndo) dessas enfermidades. Hipertensdo arterial e
aterosclerose sdo duas das condi¢des mais prevalentes nas populagdes. Dados recentes indicam
também que 1/3 dos 6bitos causados por DCVs ocorrem em individuos com menos de 70 anos
e que as principais causas de morte sdo a doenga cardiaca isquémica e o acidente vascular
cerebral.’ Comportamento similar tem sido observado também no Brasil, conforme
informagdes disponiveis no sistema DATASUS.® De forma igualmente preocupante, verificou-
se que houve aumento da mortalidade decorrente de DCVs nos ultimos anos em todas as faixas
etdrias.’

Em adicdo a isso, a recente epidemia do virus SARS-Cov-2 se mostrou um desafio
para a saude publica a nivel mundial pela dificuldade em combater um virus de alto poder de
contagio. Os estudos dos perfis dos pacientes brasileiros internados que evoluiram para casos
graves e Obitos mostraram que a presenca de algumas comorbidades especificas sdo fatores de
risco independentemente da idade.® Enquanto a hipertensdo arterial se apresentou como uma
das condi¢des mais comuns nos internados, a diabetes e doengas cardiacas cronicas foram

aquelas mais associadas a mortes.” '

1.2 Hipertensio arterial cronica

A Escola Americana de Cardiologia (dmerican College of Cardiology, ACC),
define que ha quadro de hipertenséo arterial quando a pressdo sistélica € igual ou superior a 130
mmHg.!! Ainda que algumas associagdes médicas discordem em relagio ao valor de pressio
sanguinea que caracterize a doenga (a OMS, por exemplo, estabelece valores de 140 mmHg
para pressdo sistolica e 90 mmHg para pressdo diastolica'?), o consenso quanto aos riscos a
saude decorrentes dessa condi¢do sdo absolutos. Uma vez diagnosticada, deve-se iniciar o
tratamento de imediato, o qual consiste tanto de mudangas de rotina e hdbitos alimentares como
também da utilizagdo de farmacos diuréticos visando controle da volemia (volume total de
sangue).'> '* N&o havendo resposta do paciente a essas intervencdes, outras classes de
medicamentos podem ser utilizadas como os inibidores da enzima conversora de angiotensina
(ECA) e os inibidores de fosfodiesterase. A incapacidade em controlar a pressdo arterial em

médio e longo prazo pode levar a cronificagdo do problema, elevando o risco de acidentes
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vasculares, os quais, quando ocorrem em O&rgdos com maior fluxo hemodindmico, sio
potencialmente letais.!!

Dados da Organizagdo Mundial da Satde indicam que ha uma tendéncia crescente
de aumento da prevaléncia de casos de hipertensio arterial em todos os paises, sendo o principal
fator de risco prevenivel para doengas cardiovasculares.'? As estimativas atuais indicam que
cerca de 1,3 bilhdo de pessoas em idade adulta tem alguma altera¢do de pressdo arterial e que
cerca de 46% desse total vivem sem o conhecimento dessa condic¢o.'”> Em razdo disso, varios
desses pacientes s6 terdo um diagndstico correto apdés um evento grave decorrente de picos
pressoricos, os quais podem gerar danos irreversiveis ou até serem fatais. Por essas
caracteristicas, a hipertensdo arterial é considerada uma “assassina silenciosa”.

No Brasil, observou-se nas ultimas décadas uma tendéncia similar ao aumento da
prevaléncia da hipertensio arterial, apesar de que menos intensa quando comparado aos paises
de alta renda.!> Conforme pode ser observado na figura 1, hd indicios de um comportamento de
estabilizacdo para o percentual de casos entre a populacdo feminina, enquanto essa tendéncia
parece menos perceptivel para o sexo masculino. Fatores comportamentais e culturais
justificam esse comportamento, mas tal achado nfo torna a situag¢do epidemioldgica menos

preocupante.

Figura 1 — Variacdo da prevaléncia de hipertensdo arterial entre adultos na faixa etaria entre 30
a 79 anos no Brasil, no periodo entre 1990 e 2019 para homens, mulheres e ambos os sexos. A
linha central representa as porcentagens com intervalo de confianga de 95%, enquanto as linhas

laterais representam os limiares superiores e inferiores das incertezas nessas estimativas.

Ambos os sexos Mulheres Homens

- a%

Prevaléncia (%)

Fonte: adaptado de WHO/PAHO'®

A elevagdo da pressdo arterial estd diretamente associada a habitos do individuo que

dizem respeito tanto a alimentagdo, consumo de alcool/tabaco, sedentarismo e exposi¢do a
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situacdes de estresse. Tais fatores interferem fortemente com os mecanismos endogenos de
controle da tenso na parede dos vasos. Em vista disso, a abordagem inicial de tratamento visa
reestabelecer condigdes viaveis para que o proprio organismo realize a regulacdo adequada dos
niveis presséricos.'> 14

As estratégias essenciais utilizadas pelo organismo na manuten¢do do estado
normotenso consistem no controle do volume de fluido sanguineo e do ténus da musculatura
de veias e artérias.!” Essa ultima, particularmente, da-se através de mecanismos sofisticados
que incluem desde a estimulagdo pelo sistema nervoso autonomo como também sinalizagdo

envolvendo moléculas de baixo peso molecular.!® Os 6xidos de nitrogénio tém se mostrado

especialmente interessantes nesse aspecto pela sua relevancia em tais processos.

1.3 Oxido nitrico

O 6xido nitrico ¢ uma das menores moléculas inorganicas conhecidas. Na natureza,
apresenta-se como um gas incolor (P.E.=-151,7 °C) e termodinamicamente instavel, sendo
decomposto a nitrogénio e oxigénio gasoso quando em elevadas temperaturas. Nas condi¢des
normais de temperatura e pressdo (0 °C e 1,0 atm), apresenta baixa solubilidade em meio aquoso
(aproximadamente 2,0 mmol L7). Devido ao seu carater lipofilico, o NO mostra maior
solubilidade em solventes apolares, sendo de 6 a 8 vezes maior em relagdo a 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 6xido nitrico ser considerada formalmente
como um radical. Apesar disso, ndo ¢ detectado pela técnica de Espectroscopia Paramagnética
Eletronica (EPR, electron paramagnetic resonance) a temperatura ambiente, uma vez que sofre
dimerizacéo.?’

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 identifica¢@o do Fator Relaxante derivado
do Endotélio (EDRF) como sendo o 6xido nitrico. A descoberta que inicialmente foi alvo de
diversas criticas e duvidas, rendeu, alguns anos depois (1998), o Prémio Nobel de Medicina e
Fisiologia aos 3 pesquisadores e revolucionou o entendimento dos mecanismos de sinaliza¢do
endégena envolvendo pequenas moléculas inorganicas.?!

Desde entdo, além de ser reconhecido como um dos fatores mais importantes na

regulacdo da pressdo sanguinea, uma série de outras fungdes fisiologicas foram identificadas
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para o 6xido nitrico. Dentre essas, pode-se destacar a participagdo em processos inflamatérios
(com aglo bactericida e pro-apoptotica), inibicdo de agregagdo plaquetaria, transmissdo do
impulso nervoso, protecdo do sistema cardiovascular, controle da proliferagdo e diferenciagéo
de células tronco, entre outras atribuicdes.'® 2

Na natureza, NO ¢ produzido pela reag¢do entre nitrogénio e oxigénio molecular na
presenca de descargas elétricas. Endogenamente, nas condi¢des fisioldgicas, essa espécie ¢
gerada através da reagdo de oxidagdo do aminoacido L-arginina em meio aerdbio, sendo
catalisada por uma classe de enzimas denominada Oxido Nitrico Sintase (NOS). Essa reagio é
apresentada no esquema disposto na figura 2. Existem trés isoformas conhecidas de NOS:
endotelial (eNOS), que regula a pressdo sanguinea; induzida (iNOS), presente nos macrofagos
e neutrofilos e contribui para a explosdo oxidativa (oxidative burst); neuronal (nNOS), que
produz NO na fenda sindptica, participando da transmissdo do impulso nervoso.'* 2?23 Essas
isoenzimas diferem nfo somente no proposito para o qual o 6xido nitrico é produzido, mas

também na sua localiza¢io no organismo e nas condi¢des em que sdo expressas e ativadas.?*

Figura 2 — Reacdo de sintese do 6xido nitrico a partir do aminoacido L-arginina, catalisada pela

enzima NOS.
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Fonte: adaptado de referéncia 20

Dentre os diversos alvos biologicos do 6xido nitrico, a isoforma soluvel da enzima
guanilato ciclase (sGC) ¢ um dos mais importantes, visto que, at¢ o momento, € o receptor
identificado mais sensivel a essa espécie.’>* Além disso, essa proteina & parte essencial do
principal mecanismo fisiologico de regulag@o da pressdo arterial, através do controle do tonus
da musculatura dos vasos sanguineos (figura 3). A resposta autonoma tem inicio com o estimulo

parassimpatico através de uma descarga de acetilcolina no endotélio. A despolarizagdo provoca
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Figura 3 — Esquema representativo da sintese do 6xido nitrico pelas células endoteliais e sua

(almodulma

ca/Calmodulina

difusdo para os seus alvos fisioldgicos
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e

Legenda: ¢cGMP: guanosina monofosfato ciclico; GTP: guanosina trifosfato; PKG: proteina quinase G; PDE:
fosfodiesterase; sGC: guanilato ciclase soluvel
Fonte: adaptado de referéncia 26

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
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a tecido muscular liso do vaso e ativar a sGC. Essa, por sua vez, catalisa a conversdo de
guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclica (¢cGMP). O ¢cGMP atua como
segunda mensageiro ativando a proteinocinase (PKG) que aciona mecanismos os quais reduzem
a concentragio citoplasmatica de célcio, provocando o relaxamento da musculatura.?® Dessa
forma, o 6xido nitrico atua como um eficiente sinalizador no processo do controle da presséo
arterial. Em razdo disso, NO gasoso ¢ utilizado na pratica clinica para tratamento farmacologico
da hipertensdo.?” Por exemplo, durante as primeiras ondas do surto de pneumonia viral
associado ao SARS-CoV-2, equipamentos compactos para gera¢do/administragdo de 6xido
nitrico foram aplicados no cuidado de pacientes que desenvolvem hipertensdo pulmonar
juntamente & sindrome decorrente do COVID-19.%8

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 iniciacdio, promocdo, progressio, metastase e angiogénese,? 3

o que faz essa espécie ser
considerada formalmente como uma substincia carcinogénica. Contudo, outros estudos
sugerem que o 6xido nitrico tem relevante participa¢do como mediador anti-inflamatério, além
de estimular o processo apoptético em tecidos malignos,?” 3! tendo, portanto, a¢io 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 presenga do NO em um
tecido serdo fortemente influenciadas pela dura¢do da exposi¢do, o microambiente celular, o
estagio do ciclo celular, a prevaléncia de agentes redutores e oxidantes, bem como pela
concentragio de oxido nitrico.’? Acredita-se que concentracdes abaixo de 100 nmol L
estimulam a angiogénese e promovem metastase enquanto quantidades maiores que 400 nmol
L' sdo citotdxicas e estimulam a apoptose.®’ 32

Na ultima década, verificou-se que outros 6xidos de nitrogénio além do NO também
tém relevancia fisioldgica e farmacoldgica. O nitroxil (HNO/NO™) produto da redugdo
monoeletronica do 6xido nitrico, possui fungdes metabolicas especificas nos organismos de
mamiferos e essas diferem daquelas encontradas para o NO°.33 Além de ser capaz de inibir
enzimas cujo sitio ativo contem grupos tidlicos, o HNO atua como um poderoso agente anti-
angiogénico, através da desestabilizacdo do Fator de Hipdxia Induzivel (HIF), podendo
funcionar, portanto, como inibidor de metastase.>* Uma vez que o aumento da expressio de HIF

33 0 nitroxil pode atuar como um

esta também associada ao desenvolvimento de aterosclerose,
inibidor do desenvolvimento de DCVs. Apresenta ainda forte carater antioxidante e mostra-se
capaz de causar vasodilata¢do por rotas farmacologicas distintas daquelas verificadas para o

oxido nitrico. Além disso, demonstra capacidade de aumentar a contratilidade cardiaca, mesmo
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em 6rgdos em faléncia, sem elevar a taxa de batimentos.** 3¢ Tais propriedades tornam o nitroxil
e os compostos doadores de HNO em potenciais candidatos a drogas para a tratamento de
doengas cardiovasculares.

Considerando a vasta importancia fisiologica e patoldgica do 6xido nitrico, é
crescente o interesse por drogas capazes de liberar NO controladamente no meio bioldgico.
Atualmente, dispde-se de compostos organicos e inorganicos com essa finalidade para
tratamento de hipertensdo arterial emergencial, mas os mesmos apresentam inconveniéncias
que limitam seu uso. O farmaco nitroprussiato de sédio, um complexo de pentacianoferrato
com ligante nitrosil, por exemplo, libera NO eficientemente, mas € consideravelmente toxico e
instavel.>” Alternativas terapéuticas que permitam explorar as propriedades medicinais do NO

eficientemente sdo, portanto, uma necessidade urgente.

1.4 Sulfeto de Hidrogénio

O sulfeto de hidrogénio apresenta-se como um gas incolor nas condi¢des normais
de temperatura e pressdo, é inflamavel e de odor pungente, geralmente descrito como “cheiro
de ovo podre”. Em solugdo aquosa, apresenta baixa solubilidade (entre 80 ¢ 100 mmol L),
carater levemente 4cido (pKa = 6,9) e existe em equilibrio com os fons HS™ e S?7, podendo ser
oxidado pelo ar atmosférico a vérios 6xidos de enxoftre.*® Durante muito tempo foi considerado
somente como um produto téxico da decomposi¢do da matéria orgénica e da clivagem 4cida de
sulfetos inorganicos, podendo ser fatal para humanos em concentragdes da ordem de 500 ppm.
Estudos toxicoldgicos envolvendo HoS demonstraram que essa espécie atua como inibidor de
enzimas criticas tais como a anidrase carbdnica, a Na*/K* ATPase, a monoamino oxidase € a
citocromo ¢ oxidase.> 4

Esse panorama foi radicalmente alterado quando em 1996 os pesquisadores Abe e
Kimura demonstraram os mecanismos envolvidos na produgdo endégena de H»S e seu efeito
como sinalizador celular de efeito neuromodulatério.*' Curiosamente, evidenciou-se que essa
espécie apresentava algumas caracteristicas similares ao 6xido nitrico e ao mondxido de
carbono nos tecidos, sendo produzidas de forma regulada, capazes de permear livremente pelas
membranas e agindo sobre alvos moleculares especificos com acdo sinalizadora definida. Essas
propriedades caracterizaram esses trés compostos como gasotrasmissores.*? Estudos
subsequentes evidenciaram o papel do HoS em outras vias de sinalizagdo celular, envolvendo
38,43

sistema nervoso central, cardiovascular, renal, reprodutivo e digestivo.

Sulfeto de hidrogénio pode ser produzido no organismo de mamiferos tanto por vias
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enzimaticas quanto ndo-enzimaticas. Quatro vias enzimaticas bem caracterizadas capazes de
catalisar reagdes cujo HoS € um dos produtos sdo: cistationa B-sintase (CBS), cistationina y-
liase (CSE), 3-mercaptopiruvato sulfotransferase (3MST) acoplada a cisteina aminotransferase
(CAT) e 3MST acoplada a d-aminoacido oxidase (DAQO).* CBS e CSE sdo enzimas presentes
no citosol e utilizam homocisteina e cisteina como substrato para producdo de sulfeto. Enquanto
a primeira ¢ majoritariamente expressa no cérebro, figado e rins, a segunda pode ser encontrada
na musculatura lisa vascular e ndo-vascular, mas também no tecido hepatico.*’ Por sua vez,
3MST € um enzima mitocondrial que usa 3-mercaptopiruvato (3MP) como substrato para
producdo de H>S. 3MP pode ser produzido pela CAT a partir da l-cisteina ou pela DAO
utilizando d-cisteina. No que diz respeito a vias ndo-enzimaticas associadas a formacdo de
sulfetos, acredita-se que a redugdo de persulfetos ou polisulfetos por NADH ou NAD(P)H pode
levar a formagdo de HaS e outros metabolitos.* Ha evidéncias ainda de que a oxidacdo de
cisteina na presenca de fons Fe** e vitamina B6 podem atuar como fonte de H»S.*’

Diante desse quadro e considerando o amplo potencial terapéutico que se
apresentava para esse composto, o sulfeto de hidrogénio foi prontamente testado em diversos
modelos para avaliagdo dos seus efeitos farmacoldgicos. Desses ensaios foram obtidas
evidéncias de acfio anti-inflamatdria, vasorelaxante, antioxidante, citoprotetora, entre outras,**
43 estabelecendo a pesquisa por doadores de HaS para uso medicinal como um relevante campo
de estudo. Algumas classes de compostos com essa caracteristica ja foram identificados e sdo
apresentados na figura 4 abaixo. Os sais inorganicos de sulfeto (figura 4A) sdo as fontes de H>S
mais comumente usadas em estudos, mas ndo sdo vidveis para uso terapéutico, além de serem
substancias sujeitas a controle especial por poderem ser usadas na fabricacdo de explosivos.
Ditioltionas (figura 4B) sdo compostos prototipo capazes de liberar H>S quando hidrolisados.
Sua sintese é razoavelmente simples e suas propriedades podem ser controladas pela mudanca
do substituinte R. Fosforoditionatos (figura 4C), por sua vez, sdo compostos que assim como
ditioltionas hidrolisam liberando sulfeto de hidrogénio. Essas moléculas ja foram testadas em
modelos de células tumorais, nos quais a espécie FW1256 apresentou resultados promissores
frente a culturas de tumor mamario.*® Sulfetos organicos naturais como a alicina e o Sulfeto de
Dialila, DAS, (figura 4D) s@o encontrados no alho e diferente de outras classes de doadores de
H>S, esses precisam ser reduzidos por um tiol, como cisteina ou glutationa (GSH), para iniciar
a liberagdo do gasotransmissor. Esses compostos serviram como base para a sintese de outras
classes de doadores dependentes da reacdo com tidis/tiolatos para promover a liberacdo de

sulfeto (figura E-G).
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Figura 4 — Exemplos de doadores de H>S naturais e sintéticos. A — sulfetos inorganicos; B —
ditioltionas; C — Fosforoditionatos; D — sulfetos organicos naturais; E — acil pertidis; F —

ditioperoxianidridos; G — polisulfetos; H — S-aroiltiooximas; I — ariltioamidas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

1.5 Compostos de coordenacio como farmacos e pro-farmacos.

Medicamentos baseados em compostos de coordenacdo tem sido extensivamente
pesquisados nos ultimos anos como estratégia para o tratamento tanto de patologias infecciosas
como de doengas ndo-transmissiveis.*’->* No caso da terapia contra o cincer, as metalodrogas
trouxeram uma significativa contribui¢do para o arsenal terapéutico com o desenvolvimento
dos complexos de platina, dentre os quais a cisplatina, a carboplatina, a oxaliplatina e a
satraplatina.* Tais substincias apresentaram grande sucesso no tratamento de tumores de
testiculo, ovdrio, pescogo e cabe¢a,” o que levou os pesquisadores a focarem seus esfor¢os na
sintese de compostos andlogos com o mesmo centro metalico. Contudo, as multiplas reacdes
adversas desencadeadas pelos derivados platinicos, tais como neurotoxicidade, dano renal e

desenvolvimento de resisténcia,*->’

redirecionaram as pesquisas para a busca de novas drogas
baseadas em outros metais, como ouro, titinio, vanadio, ésmio, cobre, entre outros.’3*" Além
destes, metalofdrmacos contendo ruténio tem se mostrado bastante promissores nessa € em

outras aplicagdes.
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Complexos metalicos de ruténio com finalidade terapéutica vém sendo alvo de intensa
pesquisa nas ultimas trés décadas em razdo de suas propriedades compativeis com o uso
medicinal.®' Dentre elas, pode-se citar: presenca de até seis sitios de coordenagdo (geometria
octaédrica), estabilidade em diferentes estados de oxidag¢do (I, III) sob condigdes fisiologicas,
baixa toxicidade, possibilidade de aplicag@o em terapia fotodindmica, além de sua similaridade
com o elemento ferro no que diz respeito ao seu metabolismo em sistemas biolégicos.®! 62

Atualmente, dois complexos de ruténio (NKP1339 e TLD1433) estdo sob estudos
de fase clinica a fim de atestar sua eficicia e seguranca como drogas anticancer.®® Esses
compostos evidenciam o potencial no desenvolvimento de drogas baseadas nesse metal, bem
como a possibilidade de alcangar modulagéo fina das propriedades desejadas para complexos
de coordenacdo através da escolha apropriada dos ligantes. Em vista disso, compostos de
ruténio também tém sido desenvolvidos e estudados a fim de funcionar como doadores de 6xido
nitrico. A combinagdo do potencial farmacologico dos complexos metdlicos com as

propriedades terapéuticas do NO sdo perspectivas promissoras as quais esse trabalho deseja

explorar.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A busca por novas alternativas terapéuticas para o tratamento de doengas de elevada
importancia epidemioldgica vem conduzindo os pesquisadores na area de quimica inorganica
medicinal ao estudo dos complexos de coordenacdo. A consideravel versatilidade desses
sistemas quimicos permite a obten¢do de extensas bibliotecas de compostos com estruturas
inovadoras e multiplas aplicagdes. Nesse sentido, ao combinar a a¢do farmacologica de ions
metalicos com a de espécies sinalizadoras, como o 6xido nitrico, € modulando suas atividades
através da mudanga dos ligantes auxiliares, torna-se possivel o design planejado de novos
compostos com elevada eficiéncia para o tratamento de diversas patologias.

Esse trabalho ¢ parte de uma linha de pesquisa em desenvolvimento no grupo de
Bioinorganica da UFC, que busca sintetizar compostos de coordenagdo baseados em ruténio,
contendo o ligante nitrosil, capazes de interagir majoritariamente com a isoforma soluvel da
enzima guanilato ciclase (sGC) e que tenham potenciais aplica¢cdes em sistemas bioldgicos
atuando como vasodilatadores, imunomoduladores, antineoplasicos, antioxidantes, entre outros.
Nesse intuito, optou-se por desenvolver novos compostos derivados do sistema cis-
bisfenantrolina de ruténio(Il), o qual apresenta consideravel estabilidade redox, propriedades
fotofisicas desejaveis para aplicagdo terapéutica e ja tem sido utilizado com sucesso na sintese
de potenciais candidatos a metalofarmacos (Figura 5). A fim de potencializar as propriedades
farmacoldgicas desse sistema, deseja-se coordenar ligantes imidazolicos ao centro metalico,
uma vez que esse tipo de composto compde o grupo farmacofdrico de diversas drogas
conhecidas e de grande sucesso na pratica terapéutica.

Os objetivos especificos desse trabalho séo:

e Sintetizar complexos do tipo cis-[Ru(phen)>(L)NO]™, onde: phen = 1,10-

fenantrolina; L=2-metilimidazol (2MIM) ou etilenotioureia (ETU);

e Sintetizar complexos do tipo cis-[Ru(L-L)(2MIM)(NOSO3)]™, onde L-L =

2,2°-bipiridina ou 1,10-fenantrolina

e Realizar a caracterizagdo estrutural dos complexos através das técnicas de

espectroscopia eletronica na regidao do ultravioleta e visivel, espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho, voltametria ciclica, ressonancia
magnética nuclear de 'H, espectrometria de massas, difracio de raios X
espectroscopia de absor¢do de raios X e andlise elementar;

e Estudar a reatividade dos complexos frente a redu¢do quimica, eletroquimica e

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

e Avaliar o potencial antioxidante dos compostos sintetizados como capturadores
(scavengers) de radicais livres;

e Avaliar propriedades de interesse farmacocinético para esses compostos por
métodos experimentais e in silico;

e Determinar o potencial farmacologico dos complexos como agentes

antitumorais e anti-hipertensivos.

Figura 5 — Estruturas e cddigos de identificagcdo para os compostos sintetizados nesse trabalho.

PFg (PFe)s

FORO611A FORO0911A

{PFg)3

PFs

NSOI1A NS211A

Fonte: elaborado pelo autor
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3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Atmosfera inerte

Nos procedimentos em que foi necessaria atmosfera livre de oxigénio, utilizou-se
argdnio de procedéncia White Martins. Este foi tratado para remover tragos 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 dgua ultrapura (resistividade aproximada de 18 MQ c¢m a 25 °C) tratada
usando o equipamento Direct-Q 3 UV Water Purification System (Millipore).

Metanol, etanol, N,N-dimetilformamida (DMF) 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

RuCls.x H20 (99%), de procedéncia Precious Metals Online. 2,2°-bipiridina (99%),
2-(4-Carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-oxido sal de potéssio (cPTIO, 98%)),
2-metilimidazol (98%), 2-imidazolidinetiona (98%), 1,10-fenantrolina (98%), NaNO> (99%),
L-glutationa reduzida (>98%), NaH2PO4 (99%), NaxHPO4 (99%), NaHS.9H>0 (98%), NH4PFs
(99%), resazurina (97%) procedéncia Sigma-Aldrich. KBr grau espectroscopico, LiCl (98%)
fornecidos por VETEC. H»SOs4 (98%), NaOH (97%), NaNO2 (98%) procedéncia Synth.
Solugdo Tampdo DPBS 10x fornecido por Santa Cruz Biotechnology. Solugdo de HTFA PA
procedéncia TEDIA. Todos os reagentes foram usados sem procedimento adicionais de

purificacdo.
3.4 Oxido nitrico (NO)
Oxido nitrico foi gerado pela reagio entre nitrito de sodio e solugdio de acido

sulfurico 1,0 mol L™, descrita segundo o equilibrio (equacdo 1) abaixo. Fez-se o gis passar por

solugdo saturada de NaOH e por 4gua deionizada a fim de remover eventuais tracos de acido.
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3.5 Equipamentos e Instrumentac¢ao
3.5.1 Espectrometria de massas

Espectros de massas foram obtidos em um espectrometro Agilent G1956B LCMS
acoplado a um sistema cromatografico 1100 Series HPLC (LC-MSD) operando no modo
positivo ESI(+)-MS e usando uma faixa de razio massa-carga (m/z) de 100 a 1000 Dalton. As
analises foram realizadas no Centro de Espectrometria de Massas do Laboratorio de Quimica
Biologica (National Cancer Institute, Frederick, USA).

Além disso, dados de massa de alta resolugdo foram obtidos em equipamento Q-
ToF-MS mass spectrometer (6550 iFunnel, Agilent Technologies) equipado com uma fonte de
ionizagdo por eletrospray por infusdo direta operando no modo positivo ESI(+) — EM, sob as
seguintes condi¢des: 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 uL 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 através do
software Xcalibur. Foram retiradas aliquotas de 1 pl. da amostra e diluidas em 1 mL de
acetonitrila. As andlises foram realizadas no Laboratério ThoMSon de Espectrometria de

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

Os espectros dos compostos foram obtidos a partir de amostras dispersas em
pastilhas de KBr (Brometo de potassio) e utilizando-se um Espectrofotdmetro na regido do
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 corre¢des das linhas de base.

3.5.3 Espectroscopia Eletronica de Absorg¢do na Regido do Ultravioleta e Visivel
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Os espectros eletronicos, nas regides do visivel e do ultravioleta, foram obtidos em
um espectrofotometro Hewlett-Packard, modelo 8453 Diode-Array. As amostras foram
analisadas em solugéo utilizando célula de quartzo retangular de caminho éptico 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/AgCl e platina como eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar, respectivamente. Os
experimentos foram realizados com solugfo de trifluoracetato de sédio (NaTFA) 0,1 mol L,
pH=3,0 como eletrélito de suporte, sendo esse previamente deaerado por 20 minutos antes das

medidas.

3.5.5 Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio ('H) foram obtidos
nos espectrometros AVANCE DPX 300 e 500 Bruker, operando a 300 e 500 MHz,
respectivamente. As medidas foram realizadas em solugdo de acetona ou DMSO deuterados,

conforme a necessidade.

3.5.6 Espectroscopia de absor¢dio de raios X

Medidas de espectroscopia de absor¢do de raios X (X-ray absorption spectroscopy,
XAS) na banda K do ruténio foram realizadas na linha de luz XDS do Laboratério Nacional de
Luz Sincroton (LNLS/CNPEM). A energia incidente foi selecionada por um monocromador
duplo cristal de Si (311) e um espelho de focagem toroidal. A radiagdo incidente foi calibrada
usando uma folha de ruténio metélico atribuindo o valor maximo da primeira derivada da banda
K desse elemento ao valor de 22117 eV.

A medida da borda K de todos os complexos foi realizada em estado solido. As
amostras foram maceradas e o p6 obtido prensado em discos de 13 mm de didmetro com 1 mm
de espessura. Fita aderente (Kapton) foi utilizada para aderir os discos ao porta amostras. Todos

os espectros foram obtidos a temperatura ambiente, no modo transmissdo com trés camaras de
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ionizagdo preenchidas com uma mistura de nitrogénio e argonio. Calculo das médias, remogéo
do sinal de fundo e normalizagio dos espectros foram realizados usando o software Athena.®
Anélise dos dados de EXAFS foram realizadas usando o sofiware Arthemis,®*
seguindo procedimento descrito para estruturas similares.®® Fun¢des de fase e amplitude foram
calculados usando o codigo FEFF6 usando as estruturas obtidas via otimizagdo computacional
(DFT) como base. Os ajustes (fits) foram realizados no espaco k na janela de 2,0-14,0 A

acompanhada de um intervalo de 1,2 a 4 A no espaco R.

3.5.7 Difracgdo de Raios X de monocristal

Os dados de difragdo foram coletados num Difratometro Bruker D8 Kappa,
equipado com um detector PHOTON II CPAD, uma fonte CuKo INCOATEC IuS 3.0
microfocus (A=1.54178 A), e software controlador APEX 3. As medidas foram realizadas a
150 K utilizando criostato Cryostream 800 da Oxford Cryosystems. Redugdo dos dados e
refinamento da célula global foram feitos usando o pacote Bruker SAINT e as intensidades
foram corrigidas usando SADABS. A estrutura foi resolvida e refinada utilizando SHELXT® e
SHELXL®” implementados no sofiware OLEX2. Todos os 4tomos (exceto hidrogénios) foram
refinados anisotropicamente. Os programas MERCURY®® e ORTEP-3"° foram utilizados na

preparagdo do CIF e ilustragdes.

3.5.8 Espectroscopia de Emissdo Fluorescente

Os experimentos de espectroscopia de emissdo estacionaria foram realizados
utilizando Fluorimetro Estaciondrio QM-40 (PTI) operando com o software PTI-Felix 32. As
medidas foram realizadas em solugdo, com o auxilio de cubetas de quartzo de caminho 6tico
igual a 1,0 cm. A abertura de fendas de excitacdo e emissdo foram ajustadas conforme a

necessidade.

3.5.9 Deteccio Quimioluminescente de Oxido Nitrico

O sistema Sievers Nitric Oxide Analyzer (NOA) modelo 280i (GE Analytical
Instruments, EUA) foi utilizado para a quantificagdo do 6xido nitrico. O equipamento foi
calibrado usando quantidades crescentes de NO gerado in situ pela reacdo de NaNO> com Nal

em meio acido. Para as medi¢des das amostras, um volume adequado de tampao PBS pH 7.4
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contendo acido dietilenotriaminopentacético (DTPA, 50 uM) e L-glutationa reduzida foram
colocados na cdmara de reacdo do equipamento e aspergidos com argoénio. Em seguida, uma
solugdo de DMSO:4agua (1:9) do complexo foi injetada na camara de reacdo e a liberacdo de
NO foi registrada. Alternativamente, utilizou-se uma lampada LED RGB (20 W) para medidas
de fotoliberagfo, na auséncia de L-glutationa. Para detec¢éo indireta de HNO, uma aliquota de
hexacianoferrato de potadssio aquoso em excesso foi injetada com a solu¢do do complexo. A
quantidade total de oxido nitrico liberado foi determinada integrando a area sob a curva e

aplicando uma curva de calibra¢do. As experiéncias foram realizadas em triplicata.
3.5.10 Sensor amperométrico seletivo para H>S
A capacidade geradora de H>S dos complexos foi avaliada por detecgdo

amperométrica, utilizando um Analisador de Radicais Livres multicanal TBR 4100 (WPI) por
meio de um eletrodo seletivo para sulfeto de hidrogénio. As medidas foram realizadas em
tampao DTPA 50 uM, na presenca e auséncia de L-glutationa como agente redutor.
3.5.11 Procedimentos sintéticos em reator micro-ondas

As sinteses dos complexos cujas rea¢des 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
irradiagdo conforme a necessidade.
3.6 Ensaios de reatividade associada a NOx
3.6.1 Determinacdo da constante de equilibrio

A determinacdo da constante de equilibrio para a reagdo (equagéo 2):

cis-[Ru(NO)(phen),L]"™" + 20H" 2 cis-[Ru(NO;)(phen),L]™2* + 2 H,O )
A B

Foi acompanhada espectrofotometricamente, através de metodologia descrita na literatura.”! O

complexo foi dissolvido em solugdo de HTFA 0,1 mol L e titulado com solugfo saturada de
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NaOH. Acompanhou-se a mudanca espectral conforme houve variagdo do pH da solugdo. A

constante de equilibrio foi determinada pela equacéo 3:

2pOH = _pKeq +log (A—Ay)/(Ay — A) 3)

Onde: A;=absorbancia da espécie A; Ap = absorbancia da espécie B; A=absorbancia da mistura.

3.6.2 Acompanhamento espectroscdpico sob irradiacdo com luz azul

Solugdes dos complexos na concentragio de 80 umol L' foram preparadas
utilizando solucio de HTFA 0,1 mol L', pH=3,0, ou acetonitrila conforme a necessidade. Essas
foram acondicionadas em célula de quartzo de caminho optico de 1,0 cm, a qual foi irradiada
utilizando uma lampada LED azul (Amax=460 nm), com poténcia de 20 W. As solucdes foram
irradiadas em intervalos progressivos totalizando 240 minutos de exposicdo a luz.

De forma analoga, amostras sélidas dos complexos diluidas em KBr foram
irradiadas com a mesma fonte de luz e analisadas por espectroscopia vibracional na regido do

infravermelho.

3.6.3 Ensaios espectrofotométricos para deteccido de NO/HNO

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

1 6u met-Mb) como sondas. As

avaliada utilizando cPTIO e mioglobina oxidada (Mb-Fe
medidas foram obtidas em tampdo 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 otico igual 1,0 cm

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

3.7 Calculos quanto-mecénicos

Célculos computacionais foram realizados no Centro Nacional de Processamento
de Alto Desempenho da Universidade Federal do Ceara (CENAPAD-UFC). Utilizou-se os
softwares GaussView 5.072 para geracdo dos inputs e o0 Gaussian09’3 para execucdo dos célculos
em maquinas disponiveis em um ambiente BullX B500 equipado com processadores Intel
X5650 . A otimizagdo das geometrias dos complexos foi realizada utilizando Teoria do

Funcional de Densidade (DFT), por meio do funcional hibrido B3LYP (restrito).”*7¢
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Usou-se como conjunto de bases LANL2DZ7"-78

para descri¢do do 4&tomo de ruténio
e 6-311G(d)”® para os demais atomos. A qualidade das otimizagdes foi atestada pela auséncia
de frequéncias negativas nas simulagdes dos espectros vibracionais.

Simulagdes envolvendo a presenga de solvente foram efetuadas com o uso do
modelo de solvatacdo polarizada continua (PCM),*° nas quais foram utilizadas agua ou

acetonitrila como solventes.

3.8 Simulac¢des de docking molecular

Célculos de docking molecular foram realizados frente a diferentes alvos de
interesse bioldgico, os quais sdo: albumina sérica humana, apo-Transferrina human, DNA dupla
hélice e DNA G-quadruplex. As estruturas dessas biomoléculas foram obtidas do Protein Data
Bank (PDB),}! sendo designadas pelos identificadores 1BMO, 2HAV, 4JD8 e 6NRL,
respectivamente. Para os complexos, utilizaram-se as estruturas com geometria otimizada em
agua, conforme descrito na se¢do anterior.

Antes da realizagdo do docking, todas as estruturas foram devidamente preparadas
usando o software Autodock Tools 1.5.6,%2 de acordo com procedimento ja descrito.
Hidrogénios polares foram adicionados, heteroatomos e moléculas de dgua 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 4.2,%
seguindo protocolo previamente validado.®* 8 Para avaliacdo dos resultados, considerou-se a
localizag@o e geometria de mais baixo valor de energia livre total. As imagens desses resultados

foram geradas por meio do software Pymol 1.8.%

3.9 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante dos complexos foi avaliada frente ao radical superéxido
utilizando metodologia descrita na literatura.®® O Anion superéxido foi gerado enzimaticamente
pela reacdo entre hipoxantina e a proteina xantina oxidase. Solucao de fosfato de sédio (pH=7,4;
u=0,1 mol L) foi utilizada como tampdo. Manteve-se a temperatura constante a 25 °C e a
producdo de 4cido rico (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



47

nm, £ =21.000 L mol"! ecm™) como sonda.®

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

o superéxido foi realizado através da equagio 4, exposta a seguir.5¢

( %Cap

1—%Cap) X Ky X Ceit—c = Ky X Cryno 4)

Onde: %Cap: porcentagem de captacdo do radical ((AbScontrole — AbSreacio)/ Abscontrole); Ceit-c:
concentracdo de citocromo c; Cruno: concentracdo de complexo; ki: constante aparente de
velocidade da reacdo entre citocromo c e superdxido; ko: constante aparente de velocidade da

reacdo entre o composto testado e superdxido.
3.10 Determinacao de coeficiente de particao (logP)

Os valores de coeficiente de parti¢do (log P) para os complexos sintetizados foram
determinadas pelo método “shake-flask™, utilizando-se n-octanol e 4gua. Uma aliquota de 1 mL
da solucdo de parti¢do (complexo em agua) é transferida para uma cubeta de quartzo para que
seja lida e registrada a absorbancia inicial da solugfo para a parti¢do. Posteriormente, 1 mL da
solugdo de particdo (fase aquosa) foi transferido para um béquer e 1 mL de n-octanol
previamente saturado com dgua ¢ adicionado. Em seguida, a solucdo ¢ submetida a agitacdo
magnética por 24 horas. Apds esse periodo, a solucdo é transferida para tubos de eppendorf e
submetidos a centrifugagdo (5 minutos) para separar totalmente as duas fases. Posteriormente,
uma aliquota de 1 mL da fase aquosa ¢ transferida para uma cubeta de quartzo, de caminho
optico de 1 cm, e realizada a leitura da absorbancia final em comprimento de onda apropriado.
Os procedimentos foram realizados em temperatura de 25°C e o logP foi calculado através da

equacdo abaixo.

[Ru]octanot

logP = log [Rullagua

)

Onde [Ru]octanol € a concentragdo do composto em 1-octanol e [Rufseua € a
concentracdo do composto na fase aquosa. A concentragdo em fase organica foi obtida de

maneira indireta, através da determinacdo da absor¢do inicial e final, ou seja, antes e depois da
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parti¢do do complexo. Para a quantificacio da concentragdo em fase aquosa foi realizado curvas

de calibragéo para cada um dos complexos. As medidas foram realizadas em duplicata.

3.11 Viabilidade celular

A determinagdo do potencial citotoxico foi realizada no Laboratério Integrado de
Biomoléculas da UFC, através do método do MTS. Foram utilizadas as linhagens MCF-7
(adenocarcinoma de mama), LNCaP clone FGC (carcinoma da prostata metastatico), A549
(carcinoma de pulméo humano) e NCTC929 (fibroblastos murinos), ambas obtidas da ATCC®
(American Type Culture Collection, EUA, através do Banco de células do Rio de Janeiro
(BCRI). Apés a tripsinizagdo, as células (2 x 104/200 ul./pogo) foram incubadas em placas de
poliestireno de fundo chato (96 pogos), mantidas por 24 horas em estufa a 37°C, 95% de
umidade e 5% de COa. Posteriormente, o meio foi retirado e adicionou-se 200 pL. de meio
suplementado contendo os compostos de ruténio nas concentra¢des de 50; 25; 12,5; 6,2; 3,1;
1,6 € 0,8. Apds, 48 horas o meio foi retirado e substituido por 100 pL. de meio ndo suplementado
no qual adicionou-se 20 uL. da solugdo de sal tetrazolium MTS (CellTiter 96® Aqueous MTS
Reagent Powder, Promega, WI, USA) de acordo com recomendag¢des do fabricante.

A densidade dtica foi mensurada em um leitor de microplacas (SpectraMax i3
Multi-Mode Microplate Reader) com comprimento de onda de 490 nm. Foram realizados trés
ensaios de viabilidade independentes e em triplicata. A viabilidade celular foi calculada pela

equacdo abaixo:

Viabilidade celular (%) = [(Abssoonm-amostra)/(Abs4oonm-controle)|x100% (6)

3.12 Ensaios de Reatividade Vascular

A atividade vascular dos complexos foi avaliada pela medida da contratilidade da
artéria aodrtica isolada de camundongo. Para o isolamento do o6rgdo, os animais foram
anestesiados por tribromoetanol (250 mg.Kg™!, i.p.), e, em seguida, procedeu-se toracotomia
para a exposi¢do e remogdo da aorta tordcica e sua posterior. A aorta foi segmentada em anéis
vasculares (5 mm) que foram colocados em clipes metalicos triangulares conectados por um fio
de algoddo ndo elastico a um gancho. Estes foram montados horizontalmente em banhos de 5
mL de capacidade em solugdo nutridora de Krebs-Henseleit (37 °C; pH 7,4; aerada com 95%

01 e 5% COy).
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A tensdo isométrica dos experimentos foi mensurada por um transdutor de tensio
(MLT0201, ADInstruments, Espanha), cujo sinal ¢ amplificado (ML224, ADInstruments,
Australia) e transmitido a um conversor analdgico-digital Power Lab® (ML8661P, 4130,
ADInstruments, Australia), que por sua vez € enviado para o computador para registro temporal
da tensdo pelo software LabChart® 7.2 (ADInstruments, Australia).

Procedeu-se um periodo de estabilizagdo de 60 min, com renovagdo a cada 15 min
da solugdo de Krebs-Henseleit e ajuste periddico 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 pmol L) e, apos os testes de viabilidade tecidual, foram realizadas curvas de
concentracio-efeito no platd da contracio induzida para os compostos (10 a 3.10° mol L)

em diferentes preparagdes de aorta de ratos (n = 6, cada).

3.13 Procedimentos Sintéticos por Rotas Convencionais
3.13.1 cis-[RuClx(phen);]

O complexo foi sintetizado conforme procedimento descrito na literatura.®

3.13.2 cis-[RuCl(phen) 2(2MIM)](PF)

200 mg (0,376 mmol) do complexo cis-[RuClx(phen)2] e 62,4 mg (0,76 mmol) do
ligante 2-metilimidazol foram dissolvidos em 30 mL de etanol anidro em baldo de fundo
redondo conectado a condensador. O sistema foi mantido sob refluxo e agitagdo magnética
durante 8 h. A solugfo foi resfriada, teve seu volume reduzido pela metade em rotaecvaporador
e foi adicionada de solucdo saturada de NH4PF¢. O precipitado foi coletado por filtragdo em
funil de placa porosa, lavado com éter etilico e estocado sob pressdo reduzida. Rendimento:
55%. HRESI-MS: [M — PF¢]" tedrico 579,0632 Da (C2sH22N6CIRu"); experimental 579,0630
Da. Andlise Elementar: Tedrico (CasHnFsNsCIPRu): C, 46,45; H, 3,06; N, 11,61%.
Experimental: C, 48,62; H, 3,11; N, 11,49%.

3.13.3 cis-[Ru(NO2) (phen) :(2MIM)](PFs)

200 mg (0,376 mmol) do complexo cis-[RuCla(phen):] e 31,2 mg (0,38 mmol) do

ligante 2-metilimidazol foram dissolvidos em 30 mL de solug¢do hidroetandlica a 50%. O
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sistema foi acondicionado no reator micro-ondas conectado a condensador. O sistema foi
mantido sob refluxo e agitacdo magnética durante 2 h. Em seguida, foram adicionados 26,3 mg
(0,38 mmol) de NaNO» e submeteu-se a solu¢cdo novamente a refluxo por 4 h. A solugdo foi
resfriada, teve seu volume reduzido pela metade em rotaevaporador e adicionou-se 2,0 mL de
solugdo saturada de NH4PF¢. O precipitado foi coletado por filtragdo em funil de placa porosa,
lavado com éter etilico e estocado sob pressdo reduzida. Rendimento: 65%. HRESI-MS: [M —
PFs]" tedrico 590,0878 Da (CasH2oN702Ru™); experimental 590,0879 Da. Analise Elementar:
Teorico (C28H22FsN702PRu): C, 45,78; H, 3,02; N, 13,35%. Experimental: C, 44,03; H, 2,97,
N, 12,86%.

3.13.4 cis-[Ru(NO)(phen)(2MIM)](PF¢)3

150 mg (0,204 mmol) do complexo cis-|Ru(NO;)(phen)>(2MIM)] foram dissolvidos em
30 mL de metanol previamente desaerada com argonio. Essa solugdo foi acidificada pela adig¢do
lenta de 150 pL de acido hexafluorofosforico (HPFs). O sistema foi mantido sob atmosfera
inerte e ao abrigo da luz durante 2 h. Apds esse periodo, o precipitado foi coletado por filtragdo
em funil de placa porosa, lavado com éter etilico e estocado sob pressdo reduzida. Rendimento:
52%. ESI-MS: [M + H — 3PF¢]" tedrico 575,100 Da (C2sH22N70Ru"); experimental 575,007
Da. Andlise Elementar: Tedrico (CasHoFisN7OP3Ru): C, 33,35; H, 2,20; N, 9,72%.
Experimental: C, 32,01; H, 2,00; N, 11,37%.

3.13.5 cis-[RuCl(phen) (ETU)](PFs)

200 mg (0,376 mmol) do complexo cis-[RuClx(phen);] e 44,8 mg (0,4 mmol) do ligante
etilenotioureia foram dissolvidos em 30 mL de solugdo hidroetanolica a 50%. O sistema foi
mantido sob refluxo e agitagdo magnética durante 4 h. A solucdo foi resfriada, teve seu volume
reduzido pela metade em rotaevaporador e foi adicionada de solugdo saturada de NH4PFs. O
precipitado foi coletado por filtragdo em funil de placa porosa, lavado com éter etilico e
estocado sob pressdo reduzida. Rendimento: 58%. HRESI-MS: [M — PF¢]" teorico 599,0353
Da (C27H22CINgRuS"); experimental 599,0345 Da. Anélise Elementar: Tedrico
(C27H22CIFsN6PRuS): C, 43,58; H, 2,98; N, 11,30%. Experimental: C, 42,12; H, 2,79; N,
10,88%.
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3.13.6 cis-[Ru(NO)(phen):(ETU)](PF¢)3

150 mg (0,202 mmol) do complexo cis-[RuCl(phen)2(ETU)|PF¢ foram dissolvidos em
metanol previamente deaerado com argonio. Borbulhou-se NO(g) na solugdo durante 3 horas.
Adicionaram-se 200 pL de solugdo de HPF¢ (55%) para precipitar o composto. Apds esse tempo,
o sélido formado foi recolhido por filtracdo em funil de placa porosa, lavado com éter etilico e
estocado sob pressdo reduzida. Rendimento: 63%. ESI-MS: [M — 2H — 3PFs]" tedrico 592,049
Da (Cy7HoN7ORuS™); experimental 592,022 Da. Analise Elementar: Tedrico
(C27H20F18N70P3RuS): C, 31,59; H, 1,96; N, 9,55%. Experimental: C, 29,83; H, 1,89; N, 8,95%.

3.13.7 cis-[Ru(NOSO3) (bpy) :(2MIM) |PF 5

150 mg (0,156 mmol) do complexo cis-[Ru(NO)(bpy)2(2MIM)](PF¢)3 (preparado
conforme descrito por Gouveia Jr.?) foram dissolvidos em 10 mL de solugfo hidroetanolica a
50%, previamente deaerada com argonio. Apos completa solubilizagdo do material de partida
foram adicionados 20 mg (0,16 mmol) de sulfito de sédio anidro. O sistema foi mantido sob
agitacdo e atmosfera de argonio por 2 horas. Apos esse periodo o volume da solugdo foi
reduzido & metade em rotaevaporador e o solido obtido foi recolhido por filtragdo em funil de
placa porosa, lavado com éter etilico e estocado sob pressdo reduzida. Rendimento: 32%. ESI-
MS: [M — PFs]" tedrico 606,0492 Da (C24aH22N704RuS™); experimental 606,0494 Da. Analise
Elementar: Teorico (C24H22F¢N704PRuS): C, 38,41; H, 2,95; N, 13,06%. Experimental: C,
35,96; H, 2,96; N, 12,45%.

3.13.8 cis-[Ru(NOSO3)(phen) 2(2MIM)]PFs

A sintese seguiu procedimento similar ao do item 3.9.6, partindo-se do complexo cis-
[Ru(NO)(phen)>(2MIM)|(PFs); e utilizando 19 mg (0,15 mmol) de sulfito de sddio.
Rendimento: 35%. ESI-MS: [M — PF¢]" tedrico 654,0497 Da (C24H22N704RuS™); experimental
654,0495 Da. Analise Elementar: Tedrico (C2sH22FsN70O4PRuS): C, 42,11; H, 2,78; N, 12,28%.
Experimental: C, 40,79; H, 2,81; N, 11,87%.

3.14 Procedimentos Sintéticos em Reator Micro-ondas
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3.14.1 cis-[RuClx(phen);]

O complexo precursor foi sintetizado adaptando o procedimento descrito na literatura.®
1,0 g do composto RuCls.xH>O (3,82 mmol) foi dissolvido em 20 mL de N,N-dimetilformamida
(DMF) em baldo de fundo redondo compativel com sistema micro-ondas e condensador vertical,
e submetido a um ciclo de irradiacdo com rampa de poténcia partindo de 50 W até 100 W no
tempo de 5 minutos (10 W min™), sob agitacio magnética e em modo aberto (open-vessel mode).
Adicionou-se 1,38 g do ligante 1,10-fenantrolina (7,65 mmol) juntamente com 1,62 g de LiCl
(38,2 mmol) e submeteu-se a mistura (em baldo conectado a condensador) a novo ciclo de
irradiagdo com rampa de poténcia partindo de 100 W até 250 W em 10 minutos (15 W min™') e
mantendo-se a poténcia de 250 W por 50 minutos, sob agitagdo magnética e em modo aberto
(open-vessel mode). Apés resfriamento do sistema, o produto foi precipitado pela adigdo de 200
mL de acetona gelada e mantido em geladeira por 12 horas. A suspensio obtida foi filtrada em
funil de 4dgua porosa, lavada com 1 L de 4dgua destilada e mantida em dessecador sob pressdo
reduzida. Rendimento: 61%. Caracteriza¢des apresentaram resultados compativeis com os

dados reportados.

3.14.2 cis-[RuCl(phen) 2(2MIM)](PF )

200 mg (0,376 mmol) do complexo cis-[RuClx(phen)2] e 31,2 mg (0,38 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
irradiacdo a 250 W durante 30 minutos, sob agitacdo magnética. A solugdo foi resfriada por jato
de ar comprimido, teve seu volume reduzido pela metade em rotaevaporador e foram
adicionados 2,0 mL de solugdo saturada de NH4PF¢. O precipitado foi coletado por filtragdo em

funil de placa porosa, lavado com éter etilico e estocado sob pressdo reduzida. Rendimento:

62%.

3.14.3 cis-[Ru(NO>)(phen)(2MIM)](PF)

200 mg (0,376 mmol) do complexo cis-[RuCly(phen):] e 31,2 mg (0,38 mmol) do
ligante 2-metilimidazol foram dissolvidos em 30 mL de solugdo hidroetandlica a 50%. O
sistema foi acondicionado no reator micro-ondas e submetido a um ciclo de irradiagdo a 200 W

durante 30 minutos, sob agitacdo magnética. Em seguida, foram adicionados 26,3 mg (0,38
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mmol) de NaNO» e submeteu-se a solucdo a outro de ciclo de 30 minutos a 200 W. A solugdo
foi resfriada, teve seu volume reduzido pela metade em rotaevaporador e adicionou-se 2,0 mL
de solugédo saturada de NH4PFs. O precipitado foi coletado por filtragdo em funil de placa porosa,

lavado com éter etilico e estocado sob pressdo reduzida. Rendimento: 53%.

3.14.4 cis-[RuCl(phen) (ETU)](PFys)

200 mg (0,376 mmol) do complexo cis-[RuClx(phen):] e 44,8 mg (0,4 mmol) do ligante
etilenotioureia foram dissolvidos em 30 mL de solucdo hidroetanolica a 50%. A solugdo foi
submetida a irradiacdo em reator micro-ondas na poténcia de 200 W, sob agitacdo magnética
durante 30 minutos. Apo6s resfriar o sistema, a solucdo teve seu volume reduzido pela metade e
adicionou-se 2,0 mL de solugdo saturada de NH4PFs. O precipitado foi coletado por filtragdo

em funil, lavado com éter etilico e estocado sob pressao reduzida. Rendimento: 62%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cloro-complexos

Os cloro-complexos sintetizados nesse trabalho, utilizados como precursores para
os respectivos nitrosilo-complexos de interesse, foram obtidos através de adaptacdo de rotas
sintéticas convencionais, as quais foram otimizadas para uso de reator micro-ondas. Essa
estratégia permite a obtencdo desses compostos com melhores rendimentos e maior pureza
analitica, além de reduzir consideravelmente o tempo necessario para o seu preparo. A
caracterizacdo dessas espécies € descrita nessa se¢ao.

Espectros eletronicos na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis) foram obtidos em
acetonitrila para ambos os complexos. Conforme pode ser observado na Figura 6, bandas de
absor¢do caracteristicas para espécies do sistema cis-[RuCl(phen)>(L)]" puderam ser

identificadas e atribuidas.’" 2

Figura 6 — Espectros de UV-vis para os complexos FOR0211A e FOR0211B, nas concentragdes

de 29 umol L e 20 umol L', obtidos em acetonitrila.
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Fonte: o autor

Observa-se que ha grande similaridade entre o perfil espectral de ambos os
compostos na regido abaixo de 350 nm, onde foram identificadas bandas de carater intraligante

referente a transi¢des eletronicas envolvendo orbitais @ e n* dos ligantes fenantrolinicos.



55

Destaca-se que as bandas em torno de 260 nm também possui contribui¢des de transi¢des com
carater de transferéncia de carga metal para ligante (metal-to-ligand charge tranfer, MLCT). J&
na regido da radiagdo visivel, verifica-se a existéncia de bandas largas referentes a transigdes
do tipo MLCT. Essas atribui¢des foram possiveis pelo uso de simulagdes computacionais
através da Teoria do Funcional de Densidade dependente do Tempo (TD-DFT, Time-dependent
Density Function Theory) e os dados obtidos, juntamente com os valores de maximo de

absorcdo e absortividade molar sdo apresentados nas Figuras 7 e 8 e na Tabela 1.

Figura 7 — Espectro de absor¢do na regido do UV-vis simulado por TD-DFT em acetonitrila (A)

e diagrama de orbitais moleculares (B) para o complexo FOR0211A.
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Legenda: Ru — ruténio; phen — fenantrolina; 2MIM: 2-metilimidazol.
Fonte: elaborado pelo autor

Figura 8 — Espectro de absor¢do na regido do UV-vis simulado por TD-DFT em acetonitrila (A)

e diagrama de orbitais moleculares (B) para o complexo FOR0211B.
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Tabela 1 — Atribuicdes e valores de absortividade molar em acetonitrila para os cloro-

complexos FOR0211A e FOR0211B.

Complexos  Amax (exp) Atribuicio Transicdes (FO) loge (exp)
FORO21TA 221 IL H-4 — L+4 (0,115) 4,57
H-5 — L+4 (0,089)
267 IL+MLCT H-5 — L+7 (0,463) 4,60
H-7 — L+3 (0.211)
514 MLCT H-1 — L+2 (0,051) 3.80
H-2 — LUMO (0,090)
HOMO — LUMO (0,0093)
FORO0211B 222 IL H-8 — L+4 (0,156) 4,66
H-6 — L+4 (0,146)
264 IL+MLCT H-2 — L+9 (0,137) 4,62
H-9 — LUMO (0,278)
441 MLCT H-1 — L+3 (0,074) 3,77

H-1 — L+2 (0,058)

Legenda: e=absortividade molar (mol!.L.cm™); IL=transi¢fo intraligante; LLCT=transferéncia de carga ligante
para ligante; MLCT=transferéncia de carga metal para ligante; FO=For¢a do Oscilador
Fonte: o autor.

Espectros de massas de alta resolugdo foram obtidos no modo positivo (HR-ESI-
MS(+)) para os cloro-complexos sintetizados sdo apresentados na Figura 9. Para o complexo
FORO211A, a anélise dos dados permitiu identificar sinal com razdo massa/carga (m/z) igual a
579,0630 Da, o qual corresponde ao fragmento monovalente [M — PFg]" (massa
teorica=579,0632 Da). Essa informagdo corrobora com a estrutura proposta, evidenciando a
presenga dos ligantes desejados na esfera de coordenagéo. De forma andloga, observou-se sinal
com valor de m/z igual a 599,0345 Da para o espectro do composto FOR0211B. Novamente, o
pico pode ser atribuido ao fragmento do tipo [M — PF¢]" (massa tedrica=579,0353 Da),
confirmando a ligagdo dos grupos organicos de interesse ao centro metalico, bem como a

permanéncia de um dos ligante cloreto.
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Figura 9 — Espectros de massas para os complexos FOR0211A (superior) e FOR0211B

(inferior).
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Espectros de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (‘H-RMN) foram
obtidos em acetona deuterada para ambos os compostos e estdo apresentados na Figura 10.

Espectros de correlagdo bidimensional (COSY) sdo apresentados nos apéndices A e B.
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Figura 10 — Espectros de '"H-RMN para os complexos FOR0211A (superior) e FOR0211B

(inferior) obtidos em acetona — ds.
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10.0

Para o espectro do complexo FOR0211A foram observados sinais referentes a 19

bstitui¢do de um dos cloretos pelo ligante imidazolico, visto que ndo ha equival

10.2

10.4
r

apos a su

hidrogénios correspondentes as duas unidades de fenantrolinas e ao ligante 2-metilimidazol
coordenados ao atomo metalico. Esse dado sugere que o composto reteve a configuragdo cis
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magnética entre os hidrogénios fenantrolinicos, o que seria esperado para uma conformacdo do
tipo trans. Além disso, convém destacar que os sinais aromaticos referentes ao grupo 2MIM
foram identificados nos deslocamentos quimicos de 6,96 e 8,23 ppm, evidenciando a quebra da
simetria presente no ligante livre. Tal observagdo é coerente com a proposta de coordenacdo
dessa espécie via atomo de nitrogénio, de forma similar a outros complexos que carregam
ligantes derivados de imidazol.

O espectro de 'H-RMN para o complexo FOR0211B, por sua vez, apresentou sinais
correspondestes aos 16 hidrogénios aromaticos dos grupos fenantrolinicos. Os sinais referentes
aos 4 hidrogénios alifaticos do ligante etilenotiouréia foram identificados em 3.72 ppm. De
forma anéloga ao observado para a espécie FOR0211A, o perfil espectral sugere a existéncia
de uma estrutura assimétrica com configuracdo dos ligantes em cis. Tendéncia similar ja foi
observada para outros compostos de coordenagdo baseados em ruténio(I) contendo
tioamidas.”?

Cristais foram obtidos para os cloro-compostos sintetizados a partir da evaporacio
lenta de solugdes metandlicas saturadas dos respectivos complexos. A figura 11 apresenta o
diagrama ORTEP para o complexo FOR0211A, destacando-se os atomos de interesse na
vizinhanga do centro metélico. O contra-ion hexafluorfosfato foi propositalmente omitido pra
fins de clareza. Os dados de refinamento cristalografico, por sua vez, sdo apresentados na tabela
2, ao passo que as informagdes estruturais sdo apresentadas na tabela 3. Como pode ser
observado, confirma-se a estrutura octaédrica distoricida proposta onde todos os ligantes N-
heterociclicos estdo coordenados via 4tomo de nitrogénio. Comprimentos de ligagdo para as
distancias entre o atomo de ruténio e seus vizinhos imediatos apresentam valores compativeis
com aqueles reportados em outros trabalhos para complexos similares, tais como a distancia de
2.4269 A entre os atomos de ruténio e cloro e a distdncia média de 2,05 A entre o centro
metdlico e os d&tomos de nitrogénio dos grupos 1,10-fenantrolina. Nota-se que a distancia Ru-N
para o ligante 2-metilimidazol ¢ um pouco maior, da ordem de 2,121 A, conforme esperado

para ligantes heterociclicos monodentados.
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Figura 11 — Diagrama ORTEP para o complexo FOR0211A com identificacdo de atomos

selecionados em probabilidade de elipsdides de 50%
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Fonte: elaborado pelo autor



Tabela 2 — Dados cristalograficos e de refinamento estrutural para o complexo FOR0211A.

Férmula Empirica

Massa molecular
Temperatura (K)

Sistema Cristalino

Grupo espacial

a/A

b/A

c/A

o/°

pre

y/°

Volume/A?

Z

Densidade calculada (g/cm?)
Coeficiente de absor¢cio(mm™)
F(000)

Dimensdes do cristal (mm?)
Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes
Qualidade do fit (F?)
Indices R finais [I>=20c (I)]

CasH2ClFsNe¢PRu
724.00

274.0

Monoclinico

P2i/c

11.2213(2)
26.6070(4)

9.9264(2)

90

105.7430(10)

90

2852.50(9)

4

1.686

6.475

1448.0

0.214 x 0.164 x 0.056
36766

5236 [Rint = 0.0468, Rsigma = 0.0275]
1.036

Ri1=0.0331, wR> =0.0870

Indices R finais [todos os dados] Ry = 0.0411, wR> = 0.0954

Fonte: elaborado pelo autor

Tabela 3 — Comprimentos de ligacdo (A) e angulos (°) selecionados para a estrutura

cristalografica do composto FOR0211A.

Comprimento de ligacao

Atomo Atomo Comprimento (A)

Ru Cl 2.4269(8)
Ru NI 2.070(3)
Ru N2 2.045(3)
Ru N3 2.034(3)
Ru N4 2.063(3)
Ru N5 2.121(3)

Angulo de ligacio
Atomo Atomo Atomo Angulo )
N1 Ru Cl  83.35(8)
N1 Ru N5 97.93(11)
N4 Ru N5 86.44(11)
N5 Ru Cl  88.27(8)
N5 Ru N3  91.53(11)
N2 Ru N3  87.25(10)

Fonte: elaborado pelo autor

A figura 12 apresenta o diagrama ORTEP para o complexo FOR0211B obtido pela
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difracdo do monocristal (dados cristalograficos e de refinamento descritos na tabela 4) com os
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contra-ions omitidos para fim de clareza. Observa-se estrutura muita similar aquela obtida para
o complexo FOR0211A, sendo o principal diferencial a coordenagéo do ligante etilenotiouréia
pelo atomo de enxofre, com comprimento de ligacdo da ordem de 2,40 A (tabela 5). Observa-
se também que a ligacdo S-C do referido ligante apresenta distancia de cerca de 1,69 A, analogo
aos achados reportados por outros autores” e bastante proximo ao valor de comprimento do
ligante livre.”* Esse achado sugere que, mesmo apds a coordenacio ao centro metalico, o ligante
ETU retem majoritariamente caracteristicas estruturais de tioamida, com a ligag¢do entre os
atomos de carbono e enxofre apresentando um carater de dupla liga¢do. A ressonancia eletronica
envolvendo os atomos de nitrogénio e carbono a qual é esperada em grupamentos tioamidicos

também se faz notavel pelas distdncias C-N encurtadas nesse ligante.

Figura 12 — Diagrama ORTEP para o complexo FOR0211B com identificagdo de atomos

selecionados em probabilidade de elipsdides de 50%

Fonte: elaborado pelo autor



Tabela 4 — Dados cristalograficos e de refinamento estrutural para o complexo FOR0211B.

Férmula Empirica
Massa molecular
Temperatura (K)
Sistema Cristalino
Grupo espacial

a/A

b/A

c/A

o/°

pre

v/°
Volume/A?
Z

Densidade calculada (g/cm?)
Coeficiente de absor¢io(mm™)

F(000)

Dimensdes do cristal (mm?)

Reflexdes coletadas

Reflexdes independentes

Qualidade do fit (F?)

Indices R finais [[>=2c (I)]

C,7H2,ClFsNe¢PRuS
743.05

300

monoclinico

P2i/n

8.4270(3)

20.2113(6)
16.6070(4)

90

92.7680(10)

90

2825.21(15)

4

1.747

0.851

1484.0

0.304 x 0.176 x 0.072
89359

8634 [Rinc = 0.0717, Rsigma = 0.0343]
1.101

R; =0.0468, wR2 =0.1151

Indices R finais [todos os dados]R; = 0.0730, wR» = 0.1360

Fonte: elaborado pelo autor
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Tabela 5 — Comprimentos de ligacio (A) e angulos (°) selecionados para a estrutura

cristalografica do composto FOR0211B.

Comprimento de ligacio

Angulo de ligaciio

Atomo Atomo Comprimento A)

Atomo Atomo Atomo Angulo )

Ru
Ru
Ru
Ru
Ru
Ru
S
Cl
Cl

Cl
N1
N2
N3
N4
S
Cl
N5
N6

2.4509(9)
2.073(3)
2.062(3)
2.047(3)
2.064(3)

2.4084(9)
1.698(4)
1.317(5)
1.335(5)

NI  Ru Cl  90.03(8)
NI  Ru S  92.80(8)
N4 Ru S  89.31(9)
N2 Ru Cl  89.298)
S Ru N3 8501(8)
N2 Ru N3 84.84(11)
S Ru ClI 101.853)
Ru S Cl 117.08(12)
N5 Cl N6 109.93)

Fonte: elaborado pelo autor
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4.2 Nitrito-complexos

A reagdo do cloro-complexo FOR0211A com nitrito de so6dio em meio
hidroetanolico permite a substitui¢do do ion cloreto pelo ligante nitrito e a obtengdo do
complexo FOR0O611A. O espectro eletronico de absor¢do na regido do UV-Vis € apresentado
na figura 13 abaixo. Verifica-se uma consideravel semelhanga entre o espectro obtido e aquele
encontrado para seu respectivo precursor, com algumas diferencas pontuais. Dentre elas,
destaca-se o deslocamento hipsocromico da larga banda MLCT para 414 nm. Tal efeito ¢
atribuido ao forte efeito m-aceptor do ligante nitrito que contribui para a maior estabiliza¢do dos

orbitais envolvidos nessa transicao.

Figura 13 - Espectro de UV-vis para o nitrito-complexo FOR0611A, na concentragdo de 22

umol L', obtido em acetonitrila.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os achados desse ensaio foram comparados com os resultados das simulagoes
computacionais usando a abordagem de TD-DFT. Conforme apresentado na figura 14 - A,
verifica-se grande semelhanga entre os espectros experimental e tedrico, evidenciando o

sucesso da simulagdo realizada. As transi¢des encontradas, por sua vez, tém em sua maioria
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carater de transicdes de transferéncia de carga metal para ligante na regido da luz visivel e de

carater intraligante na regido de maior energia do espectro (UV).

Figura 14 - Espectro de absor¢do na regido do UV-vis simulado por TD-DFT em acetonitrila

(A) e diagrama de orbitais moleculares (B) para o complexo FOR0611A.
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Fonte: elaborado pelo autor

O espectro vibracional na regido do infravermelho obtido em pastilha de KBr ¢
apresentado na figura 15 abaixo e as atribui¢des de frequéncias selecionadas estdo listadas na
tabela 6. Observa-se a presen¢a de bandas caracteristicas, dentre as quais destacam-se os sinais
para as frequéncias de estiramento simétrico e assimétrico da ligagdo N-O do grupo nitrito em
1285 e 1324 cm™, respectivamente. Esses e outros achados corroboram com a estrutura

proposta para o complexo.

Tabela 6 — Frequéncias selecionadas e atribuicdes para as bandas encontradas no espectro

vibracional para o complexo FOR0611A em pastilha de KBr.

Numero de onda (cm™) Modos Vibracionais
3370 v(N-H)
3090 v(C-H)
1628 6(N-H)
1324 V(N-0)ass
1285 V(N-O)sym
834 v(P-F)

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 15 - Espectro vibracional na regido do infravermelho para o complexo FOR0611A em
pastilha de KBr.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Espectro de ressonancia magnética nuclear de '"H e COSY foram obtidos em
acetona deuterada, sendo apresentados na figura 16 e apéndice C, respectivamente. Sinais
compativeis com os hidrogénios aromaticos para a estrutura proposta puderam ser identificados.
Destaca-se a identificag@o dos sinais em 11,5 e 6,9 ppm atribuidos ao hidrogénio iminico (NH)
e aromatico (CH) do ligante 2-metilimidazol, respectivamente. O nimero de sinais e respectivas

integracdes corroboram com a estrutura proposta para o complexo.

Figura 16 - Espectro de 'H-RMN para o complexo FOR0611A obtido em acetona — ds.
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Espectro de massas também foi obtido para o complexo FOR0611A, e o resultado
da analise € apresentado na figura 17 abaixo. O sinal com razdo massa/carga de 590,0879 Da ¢
compativel com o ion [Ru(NO2)(phen)>2(2MIM)]*, de m/z tedrico correspondente a 590,0878

Da. Tem-se assim, uma evidéncia expressiva para a formag¢ao da estrutura proposta.

Figura 17 — Espectro de massas para o complexo FOR0611A.

590.0879
100.00%

589.0891 592.0884
54.70%| 54.11%

588.0884
41.61%

587.0893
34.05%

507.036
20.21%|510.035% 5930910
506.034d 17.14%|| 16 1006
13.10%

771.1127
1.93% 1.09%

[ . Lu L s
T

502.037
301.1409 5.26% ML
‘I .JLL. - d“x,u 2

T T T T T T T T T T
700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150
m/z (Da)

Fonte: elaborado pelo autor.

4.3 Nitrosilo-complexos

A substitui¢do dos cloretos por grupos nitrosila (NO™) foi realizada de formas
distintas para os complexos FOR0211A e FOR0211B. Para o primeiro, substitui-se o anion CI~
por nitrito e acidificou-se o meio com HPFg, resultando no complexo FOR0911A. O composto
FORO0911B, por sua vez, foi obtido ap6s submeter o respectivo cloro-complexo precursor a
atmosfera de 6xido nitrico por 3 h.

Espectros de absor¢do eletronica foram obtidos para ambos os complexos em
acetonitrila, apresentados na Figura 18. Observam-se pertis espectrais consideravelmente mais
pobres que aqueles observados para os respectivos precursores. Isso pode ser justificado pela
coordenag¢do do grupo nitrosil, o qual, devido sua forte capacidade m-aceptora, estabiliza
fortemente os orbitais envolvidos nas transi¢des eletronicas de menor energia. Isso resulta no
deslocamento das bandas para a regido do azul e UV, assim como j4 foi observado para espécies

similares.”> %
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Figura 18 — Espectros de UV-vis para os complexos FOR0911A e FORO0911B, nas

concentracdes de 30 umol L™ e 20 umol L™!, obtidos em acetonitrila.
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Fonte: o autor

De forma andloga ao que foi feito para os cloro-complexos, realizou-se a atribui¢ao
das bandas observadas nos espectros para os nitrosilo-complexos com o auxilio dos dados de
TD-DFT. Os espectros tedricos e diagramas de orbitais sdo apresentados nas figuras 19 e 20

abaixo e as atribuicdes sdo apresentadas na tabela 7.

Figura 19 — Espectro de absorc¢do na regido do UV-vis simulado por TD-DFT em acetonitrila

(A) e diagrama de orbitais moleculares (B) para o complexo FOR0911A.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 20 — Espectro de absorcdo na regido do UV-vis simulado por TD-DFT em acetonitrila

(A) e diagrama de orbitais moleculares (B) para o complexo FOR0911B.
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Tabela 7 — Atribuicdes e valores de absortividade molar em acetonitrila para os cloro-

complexos FOR0911A e FOR0911B.

Complexos  Amax (exp)  Atribuicio Transicdes (FO) loge (exp)
FORO0911A 225 IL H-9 — L+2 (0,130) 4,48
H-1 — L+8 (0,128)
267 IL H-4 — L+6 (0,221) 4,37
H-3 — L+5 (0,147)
359 IL H-1 — L+3 (0,023) 3,25
H-1 — L+2 (0,045)
447 MLCT+LLCT H-5 — L+1 (0,004) 3,11
H-4 — LUMO (0,004)
FORO0911B 215 IL H-2 — L+9 (0,076) 4,64
H-1 — L+8 (0,222)
265 IL H-6 — L+5 (0,246) 4,55
H-6 — L+2 (0,104)
357 IL+MLCT H-1 — L+2 (0,039) 3,46
H-7 — L+1 (0,009)
433 LLCT HOMO — L+4 (0,006) 3.48

H-2 — LUMO (0,005)

Legenda: e=absortividade molar (mol!.L.cm™); IL=transi¢fo intraligante; LLCT=transferéncia de carga ligante
para ligante; MLCT=transferéncia de carga metal para ligante; FO=Forca do Oscilador

Fonte: elaborado pelo autor.
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Novamente, as bandas de absor¢éo na regido do UV sdo majoritariamente de carater
intraligante associadas aos grupos fenantrolinicos, nas quais se observa elevados valores de
absortividade molar. Esse achado é caracteristico para esse tipo de transi¢do eletronica em

% e ndo sofre grande influéncia dos demais ligantes na esfera de

poliaromaticos dessa natureza.
coordenacdo do metal. Em contrapartida, as bandas na regido do visivel sdo associadas a
transferéncias de carga envolvendo os orbitais do centro metalico e dos ligantes (MLCTs) ou
de um ligante para outro (LLCTs).

A Figura 21 apresenta os espectros vibracionais na regido do infravermelho obtidos

para os complexos FOR0911A e FOR0911B obtidos em pastilha de KBr.

Figura 21 — Espectros vibracionais na regido do infravermelho para os complexos FOR0911A

(superior) e FOR0911B (inferior) em pastilha de KBr.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Observa-se que ha grande similaridade entre os dois perfis espectrais, o que €
esperado dada a semelhanga estrutural entre os produtos. Uma andlise mais cuidadosa desses
graficos revela, contudo, diferenc¢as sutis entre eles. Destacam-se as bandas em 1938 e 1925
cm™! referentes as frequéncias de estiramento da ligagdo N=O do grupo nitrosil para os
compostos FOR0911A e FOR0911B, respectivamente. Sabe-se que o grupo -NO pode ligar-se
ao centro metalico em diferentes geometrias e que essas condi¢des estdo relacionadas a
mudangas espectrais caracteristicas, especialmente no espectro vibracional.”> 7 No caso de
complexos do tipo [Ru'(NO)(N-N)]™*, onde N-N corresponde a um ligante polipiridinico,

valores de frequéncia de estiramento para o ligante -NO superiores a 1890 cm™ correspondem
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ao ligante nitrosil, coordenado via atomo de nitrogénio em geometria linear (ou com angulo de

ligagdo muito proximo a 180°).%>%8

Assim, pode-se afirmar que os dois complexos analisados
possuem grupos nitrosilo coordenado com essas caracteristicas, sendo designados pela nota¢éo
de Enemarck-Feltham como {Ru-NO}.

Além disso, a diferenca nos valores de frequéncia observada, pode ser justificada
pelo carater m-aceptor maior do ligante 2-metilimidazol comparado ao grupo etilenotiouréia.
Isso faz com que haja menor densidade eletronica sobre o metal, resultando em menor
retrodoagdo para o grupamento nitrosil. A densidade eletronica diminuida sobre esse ligante
resulta em maiores frequéncias observadas no espectro vibracional.

A Figura 22 apresenta os voltamogramas ciclicos para eletrodo de carbono vitreo

na presenca dos complexos FOR0911A e FOR0911B em solugéio de NaTFA 0,1 mol L' pH=3,0.

Figura 22 — Voltamogramas ciclicos para os complexos FOR0911A e FOR0911B obtidos em
solucdo de NaTFA 0,1 mol L' pH=3,0. V=100 mV.s™".
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Fonte: elaborado pelo autor.

Para cada analise, verifica-se a ocorréncia de um par majoritario de processos com
valores de Ei, iguais a 163 e 92 mV, respectivamente, atribuidos ao par redox NO*/NO°. O
processo referente a oxidagio do complexo centrada no metal (Ru'/Ru'™) nio foi observado na
janela de potencial selecionada (-200 a 800 mV), visto que a presenca de nitrosil na esfera de

coordenagdo provoca consideravel estabiliza¢do dos orbitais moleculares com contribui¢do do
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ruténio.”’A diferenca nos valores de potencial de meia onda observada para o par redox
NO*/NO® nos complexos analisados, também pode ser explicada em funcdo da diferenca de
energia e densidade eletronica sobre os ligantes. Tal como observado para os espectros
vibracionais, o carater m-aceptor mais pronunciado para o 2-metilimidazol resulta em menor
retrodoagdo de densidade eletronica do centro metélico para o ligante nitrosil. Isso, por sua vez,
reflete em um valor maior de potencial observado para o processo NO*/NO” para a espécie
FORO0911A. Consequentemente, o complexo FOR0911B apresenta menor valor de potencial
para o processo, devido suas propriedades m-aceptoras menos intensas.

Espectros de 'H-RMN e COSY para os nitrosilo-complexos obtidos em acetona
deuterada sdo apresentados na Figura 23 e apéndices D e E. Para o complexo FOR0911A,
observa-se a presenca de sinais relativos a 19 hidrogénios, sendo 18 aromaticos (16 hidrogénios
fenantrolinicos e 2 imidazolicos) e um deles (sinal em 12,48 ppm) correspondente a amina do
ligante 2-metilimidazol. Os hidrogénios do grupo metila ndo foram observados, sendo estes,
provavelmente encobertos pelo pico do solvente residual (ao redor de 2,1 ppm). Nota-se que a
reacdo de substitui¢do do grupo cloreto pelo nitrosil teve como efeito majoritario a desprote¢éo
dos nucleos de hidrogénio, visto que a maior parte dos sinais sofre variagdo para valores mais
elevados de deslocamento quimico. Esse efeito € justificado pela capacidade do ligante NO™
em retirar densidade eletronica e ja foi descrito em outros complexos do tipo cis-
[Ru(NO)(phen)2(L)]**.2? Além disso, o perfil espectroscopico sugere a manutencio da
conformag@o cis.

No que diz respeito ao composto FOR0911B, foram observados sinais compativeis
com a presenca de 16 hidrogé€nios aromaticos relativos aos dois grupos o-fenantrolina.
Similarmente a tendéncia observada para o complexo FORO0911A, verifica-se que a
coordenacgdo do ligante nitrosil desloca os sinais para valores maiores, quando comparados ao

respectivo precursor, juntamente com a retencdo de configuragdo cis.
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Figura 23 — Espectros de '"H-RMN para os complexos FOR0911A (superior) e FOR0911B

(inferior) obtidos em acetona — ds.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A Figura 24 apresenta os espectros de massas obtidos para os complexos. Os valores

de m/z obtidos para os fragmentos nos dois espectros concorda com as estruturas propostas.
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Figura 24 — Espectros de massas para os complexos FOR0911A (superior) e FOR0911B

(inferior).
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.4 Nitrosil-sulfito complexos

m/z (Da)

Complexos contendo o grupo nitrosil-sulfito foram sintetizados através da reacéo

de Boedeker,” a qual consiste da rea¢fio quimica entre um nitrosilo-complexo e um sal de
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sulfito. Tais estruturas foram caracterizadas utilizando as mesmas técnicas espectroscopicas e
eletroquimicas empregadas anteriormente.

A Figura 25 apresenta os espectros eletronicos na regido do UV-vis para os
complexos NSOI1A e NS211A. O perfil de bandas absor¢do diferente em relagdo aos
respectivos nitrosilo-complexos precursores sugere que, de fato, a adi¢éo do grupo sulfito levou
a formacdo de novos compostos com caracteristicas eletronicas distintas. A caracteristica que
mais se destaca dentre essas mudangas espectrais ¢ a presenca de uma da banda em torno de
410 nm para ambos os fons-complexos. Apesar das limitacdes relativas a literatura disponivel
sobre nitrosil-sulfitos, esse achado ¢ uma caracteristica recorrente desse tipo de complexo,

conforme destacado por Bottomley e colaboradores.!®

Figura 25 — Espectros de UV-vis para os complexos NSO11A e NS211A, nas concentra¢des de

39 umol L™ e 20 umol L™, obtidos em acetonitrila.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Foram executadas simulagdes computacionais de TD-DFT para ambos os
complexos e os dados estdo apresentados nas figuras 26 e 27 juntamente com a tabela 8. De
acordo com esses resultados, a banda larga observada acima de 400 nm nos dois espectros foi
atribuida a transferéncia de carga metal para ligante (MLCT), envolvendo o centro metalico e
o grupamento N(O)SOs. As bandas de maior energia, por sua vez, possuem contribui¢cdes

majoritarias de transi¢des intraligantes relativas as bipiridinas e fenantrolinas dos complexos
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NSO11A e NS211A, respectivamente. Contudo, ressalta-se que essas bandas também possuem

um componente LLCT ou ainda MLCT.

Figura 26 — Espectro de absorc¢do na regido do UV-vis simulado por TD-DFT em acetonitrila

(A) e diagrama de orbitais moleculares (B) para o complexo NSOI1A.
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Figura 27 — Espectro de absorc¢do na regido do UV-vis simulado por TD-DFT em acetonitrila

(A) e diagrama de orbitais moleculares (B) para o complexo NS211A.
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Tabela 8 — Atribuicdes e valores de absortividade molar em acetonitrila para os cloro-

complexos NSOI11A e NS211A.

Complexos  Amax (exp)  Atribuicido Transicdes (FO) loge (exp)
NSOIT1A 213 IL H-1 — L+9 (0,017) 4,11
H-6 — L+6 (0,042)
244 IL+MLCT H-6 — L+1 (0,205) 3,94
HOMO — L+6 (0,166)
289 IL+MLCT H-5 — L+2 (0,053) 4,06
H-1 — L+4 (0,014)
415 MLCT H-1 — L+1 (0,066) 3,42
H-2 — LUMO (0,013)
NS211A 216 IL H-5 — L+7 (0,026) 4,65
H-6 — L+7 (0,011)
223 LLCT H-3 — L+6 (0,024) 4,69
H-4 — L+6 (0,048)
262 IL+MLCT H-1 — L+6 (0,251) 4,57
H-9 — L+4 (0,2287)
412 MLCT HOMO — L+3 (0,019) 3,80

H-2 — LUMO (0,011)

Legenda: e=absortividade molar (mol!.L.cm™); IL=transi¢fo intraligante; LLCT=transferéncia de carga ligante
para ligante; MLCT=transferéncia de carga metal para ligante; FO=Forca do Oscilador
Fonte: elaborado pelo autor.

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho para os complexos NSO11A e
NS211A sdo apresentados na Figura 28. Observa-se que ambos os complexos t€m perfil
espectroscopico bastante similar, apresentando bandas com valores muito préoximos. Isso €
justificado pela semelhanga estrutural das espécies em estudo. Quando comparados aos
espectros dos respectivos precursores, nota-se que houve desaparecimento da banda ao redor
de 1940 cm’!, caracteristica do estiramento N=0O do grupo nitrosil. Essa observagio ¢
consistente com a formagdo do ligante N(O)SOs3, no qual o atomo de enxofre liga-se ao de
nitrogénio pela doagdo de um par eletronico que passa a ocupar orbitais moleculares anti-
ligantes. Isso enfraquece a ligagdo N-O, deslocando o valor do estiramento para valores
menores de nimero de onda. Conforme pode ser observado na Tabela 9, os valores encontrados
para a vibragio v(N-O) nesses complexos foi da ordem de 1380 cm’!, similares aos reportados

100, 101

em trabalhos de outros autores e sugerindo que essa ligacdo ¢ vibracionalmente similar a
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encontrada para o nitroxil (NO ) coordenado. Além disso, as vibragdes referentes as liga¢des S-
O do grupo sulfito também foram identificadas nas regides esperadas, juntamente com os sinais

das ligagdes P-F do contra-ion hexafluorofosfato.

Figura 28 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho para os complexos NSO11A

(superior) e NS211A (inferior) em pastilha de KBr.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 9 — Vibragdes selecionadas (cm™) para os complexos NSO11A e NS211A.

Vibragdo Complexos
NSO11A NS211A
v(N-0) 1382 1380
Vass(S-0O) 1278 1281
Vsim(S-O) 1257 1255
Vsim(S-O) 1041 1040
V(P-F) 844 843

Fonte: elaborado pelo autor.

Voltamogramas ciclicos foram obtidos para os complexos em solugdo aquosa com

pH ajustado para 7.4 e sdo apresentados na Figura 29.
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Figura 29 — Voltamogramas ciclicos (3 segmentos) para os complexos NSO11A (superior) e

NS211A (inferior) obtidos em solugdo de NaTFA 0,1 mol L' pH=7.4. V=100 mV.s™".
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Fonte: elaborado pelo autor.

Observa-se que, para ambos 0s compostos, durante a primeira varredura no sentido
anddico, tem-se um processo oxidativo irreversivel em potencial proximo a 1000 mV. Nos
ciclos seguintes, observa-se o surgimento de um par redox com potencial de meia-onda em
torno de 220 mV, o qual é compativel com o processo NO*/NOP.

Baseado nisso, € possivel inferir que o primeiro processo oxidativo é centrado no
grupo nitrosil-sulfito e resulta na formacao do respectivo nitrosilo-complexo, o qual € reduzido
na varredura catdédica seguinte. Tem-se, portanto, um fendmeno eletroquimico-quimico-

eletroquimico (EQE) o qual pode ser descrito pelas equacdes abaixo:

[Ru-N(0)SOs3]* — [Ru-N(0)SOs]** + e
[Ru-N(0)SO3]** — [Ru-NOJ** + SO;~
[Ru-NOJ** + e— [Ru-NOJ**

Espectros de massas de alta resolu¢do no modo positivo foram obtidos para os dois
compostos e sdo apresentados na Figura 30. Observam-se que para ambos os complexos foi

possivel identificar sinais com razio massa/carga equivalentes a fragmentos monocarregados
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compativeis com as estruturas propostas. No caso, encontrou-se fragmento com m/z igual a

606,0494 Da (Valor tedrico=606,0497 Da) para a amostra NSO11A e 654,0494 Da (Valor

teorico=654,0497 Da) para a amostra NS211A.

Figura 30 — Espectros de massas para os complexos NSO11A (superior) e NS211B (inferior)
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A Figura 31 e os apéndices F e G apresentam os espectros de 'H-RMN e COSY

obtidos em acetona deuterada para os complexos NSO11A e NS211A.

"H-RMN para os complexos NSO11A (superior) e NS211A (inferior)

Figura 31 — Espectros de
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Comparando-se aos dados espectroscopicos dos respectivos precursores, observa-
se que a maioria dos hidrogénios experimenta algum grau de prote¢do magnética. Esse efeito €
decorrente da menor capacidade m-aceptora do grupo nitrosil-sulfito se comparado ao ligante
NO*. Tal como verificado para os demais complexos aqui descritos, pode-se afirmar pelo
numero de sinais e suas integrais que as espécies retiveram a configurago cis apds a reacao,

bem como todos os ligantes desejados se mantiveram coordenados ao centro metalico.

4.5 Dados de Espectroscopia de Absorc¢iao de Raios X (XAS)

A espectroscopia de absor¢do de raiosX compreende um conjunto de técnicas que
tem como principio fundamental a medida da absor¢do quantizada e diferencial de radiagdo de
alta energia pelos elementos quimicos e a deteccdo dos seus efeitos sobre a matéria. Tais
técnicas tem multiplas aplicagdes e sdo utilizadas com sucesso em pesquisas envolvendo desde
o estudo das propriedades eletronicas de materiais, até a obten¢do de imagens de alta resolugdo
a nivel nanométrico.'*

A caracterizacdo estrutural de compostos de coordenacdo também compreende uma
das aplicacdes de XAS. Uma vez que os elétrons do cerne dos metais de transi¢cdo absorvem
radiagdo de alta energia em regides do espectro diferente dos elementos mais leves é possivel
ter uma técnica com especificidade elementar e bastante sensivel. Além disso, os elétrons das
camadas mais internas da eletrosfera (geralmente denominadas “bordas™) sdo sensiveis a estado
de oxidagdo, geometria, ligagcdo entre outras caracteristicas que tornam esse tipo de abordagem
bastante atrativa para estudos de caracterizacdo.

Dentre as abordagens possiveis em XAS, duas delas sdo especialmente uteis para a
caracterizacdo de compostos: a Absor¢do de raios X da estrutura préoxima a borda (X-ray
Absorption Near Edge Structure, XANES) e a Absorc¢do de raios X estendida de estrutura fina
(Extended X-ray Absorption Fine Edge Structure, EXAFS). Essas abordagens analisam as
diferentes regides do espectro de absor¢do e permitem extrair informagdes qualitativas e
quantitativas acerca das estruturas sob estudo.

Nesse trabalho, todos os compostos foram submetidos a analise de XAS baseada na
banda K do ruténio como atomo absorvedor (valor de referéncia igual a 22,117 keV). Os
experimentos foram realizados na linha XDR do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS), conforme detalhado na se¢do experimental.

As Figuras 32 a 34 apresentam os espectros normalizados de XAS obtidos no estado

solido com detec¢do por transmitancia. Em todas as analises observa-se a auséncia de
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fendomenos absortivos na regido de pré-borda (por¢do do espectro anterior ao “salto” de
absorcdo). Esse achado € caracteristico de complexos de Ru(Il) hexacoordenados e, portanto,
concorda com as propostas estruturais desejadas.'*

As analises de XANES, por sua vez, evidenciaram que todos os complexos
apresentaram valores de limiar de absorc¢do (Eo) na regido caracteristica para ruténio no estado
de oxidagdo 2+ (22120 a 22130 eV). Essa variavel pode ser usada para mensurar os efeitos da
substitui¢do de ligantes sobre as propriedades eletronicas do elemento metalico absorvedor e
seus valores sdo apresentados na Tabela 10. Verifica-se que os cloro-complexos apresentaram
os valores mais baixos para a série de compostos em estudo, juntamente com o complexo
precursor cis-[RuCla(phen).]. Curiosamente, o complexo FOR0211B mostrou valor inferior ao
do precursor, evidenciando a capacidade doadora de densidade eletronica oferecida pelo ligante
etilenotiouréia. Os nitrosilo-complexos, por sua vez, apresentaram valores mais elevados de Eo,
em coeréncia com o forte carater m-aceptor do grupo NO¥, e seu consequente efeito de
estabilizacdo. Por fim, os compostos NSO11A e NS211A mostraram limiar de absor¢do mais
baixos que seus analogos do tipo Ru-NO™". Tal como verificado por outras técnicas, a ligagdo
do sulfito atenua o efeito retirador de densidade eletronica do nitrosil, refletindo diretamente no

valor de E¢ observado.

Figura 32 — Espectros normalizados de XAS obtidos em fase sélida no modo transmissdo para

os complexos FOR0211A, FOR0611A e FOR0911A.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 33 — Espectros normalizados de XAS obtidos em fase sélida no modo transmissdo para

os complexos FOR0211B, e FOR0911B.
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Figura 34 — Espectros normalizados de XAS obtidos em fase sélida no modo transmissdo para

os complexos NSO11A e NS211A.
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Tabela 10 — Valores de E( para as anélises de XANES dos complexos sob estudo.

Complexo Eo (eV) Complexo FEo (eV)
FORO0211A 22123.9 NSO011A 22125.8
FOR0211B 221223 NS211A 22125,7
FORO611A 221237 cis-[RuClx(phen):] 221237
FOR0911A 22126,9 cis-[Ru(NO)(bpy)2(2MIM)](PFs)3 22127,5
FOR0911B 22126,2

Fonte: elaborado pelo autor.

Dados de EXAFS foram tratados através do codigo FEFF 6 implementado no
software Arthemis, usando as estruturas otimizadas por meio de simula¢des computacionais
previamente realizadas como referéncias. As Figuras 35 a 37 apresentam os espectros de
EXAFS no espago R acompanhados de seus respectivos ajustes. Os insefs mostram 0os mesmos
espectros no espaco K. Para todas as andlises, foi possivel obter boas correlag¢des (fator R médio
<0,05) entre os dados experimentais e tedricos, evidenciando a qualidade dos ajustes. Verifica-
se para todos os espectros a existéncia de 6 dtomos espalhadores na 1* camada adjacente (1
shell) do elemento absorvedor (Ru), o que é consistente com a proposta de sistemas
hexacoordenados. Além disso, a presenca de pelo menos quatro atomos de nitrogénio foi
constatada em todas as andlises (sinal intenso ao redor de 1,6 A), os quais sdo relativos aos
ligantes polipiridinicos bidentados (2,2’-bipiridina no complexo NSO11A e 1,10-fenantrolina

nas demais amostras).
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Figura 35 — Espectros experimentais (—) e tedricos (—) de EXAFS no espaco R para os

complexos FOR0211A, FOR0611A e FOR0911A. Inset: espectros correspondes plotados no

espago K.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 36 — Espectros experimentais (—) e tedricos (—) de EXAFS no espaco R para os

complexos FOR0211B e FOR0911B. Inset: espectros correspondes plotados no espago K.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 37 — Espectros experimentais (—) e tedricos (—) de EXAFS no espago R para os

complexos NSO11A e NS211A. Inset: espectros correspondes plotados no espago K.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A partir da correlacdo entre os resultados experimentais e os dados teoricos foi
possivel realizar a andlise quantitativa dos espectros de EXAFS, fornecendo informagdes
estruturais relevantes sobre os complexos estudados. A Tabela 11 apresenta os dados de
distancia de ligacdo (R) obtidos e outros parametros relacionados aos refinamentos. Verifica-se
para todos os complexos que a distancia média da ligagcdo Ru-Npypen foi da ordem de 2,10+0,2
A, em concordéncia com os dados cristalograficos reportados para complexos similares. ! 13
No caso dos complexos do tipo cis-[RuCl(phen)2(L)]*, pode-se observar valores de R similares
para o parametro Ru-Cl, mas distancias distintas entre o metal e os ligantes L. Isso é coerente
com a proposta estrutural de que o ligante 2-metilimidazol coordena via atomo de nitrogénio,
enquanto o grupo etilenotiouréia liga-se via atomo de enxofre, sendo o valor de 2,69 A
compativel para a distancia Ru-S.

No que diz respeito aos nitrosilo-complexos, encontrou-se distancias de ligagdo Ru-
Nno da ordem de 1,7 A, as quais estdo em boa concordancia com outras espécies do tipo Ru'l-
NO*.1% Além disso, esse resultado corrobora com as evidéncias observadas por espectroscopia
vibracional e voltametria ciclica.

Por fim, para os compostos do tipo Ru-N(O)SO3, verificou-se aumento da distancia
Ru-N apés a ligagdo do sulfito, com valor médio da ordem de 2 A. O aumento da densidade
eletronica sobre o atomo de nitrogénio justifica o maior distanciamento em relagdo ao metal.
Além disso, a distincia entre os atomos de ruténio e enxofre também sugere que seria esse

elemento a se ligar ao nitrosil, conforme esperado.



Tabela 11 — Distancias de ligacdo e pardmetros de refinamento para espectros de EXAFS.

Variavel FORO0211A FORO0611A FOR0911A
N.C. R(A) ¢210° N.C R(A) 62103 N.C R(A) ¢%103
Ru-Nphen 4 2,03 541 4 2105 412 4 208 1098
Ru-Namim 1 211 541 1 2174 207 1 211 198
Ru-CI/NO;/NO* 1 242 1,06 1 2065 207 1 176 174
S0? 1,16 1,14 0,92
AE (eV) 1,22 -1,07 1,88
Fator-R (%) 1,47 2,99 1,77
Variavel FORO0211B FOR0911B
N.C. R (A) ¢2.103 N.C R (A) 62 (.103)
Ru-Nphen 4 2,07 4,75 4 2,08 2,12
Ru-SeTu 1 2,69 12,48 1 2,36 3,50
Ru-CI/NO* 1 2,41 1,94 1 1,73 8,67
S02 1,20 0,98
AE (eV) 1,18 0,62
Fator-R (%) 1,40 1,35
Variavel NS011A NS211A
N.C. R (A) ¢2.103 N.C. R (A) ¢2.103
Ru-Nbypy/phen 4 2,18 1,29 4 2,16 2,91
Ru-Nomim 1 2,14 1,29 1 2,09 1,49
Ru-Nn0)s03 1 1,95 1,33 1 2,05 8,53
Ru-Sn(0)s03 1 3,15 8,58 1 3,56 38,8
S02 1,06 1,09
AE (eV) 0,61 -0,40
Fator-R (%) 2,49 2,14

Legenda: N.C.=ntimero de coordenagdo; R=distancia de ligagfo; o’>=fator de Debye-Waller; S0?>=variagio de

amplitude; AE=deslocamento de energia.

Fonte: elaborado pelo autor.
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4.6 Determinacao da constante de equilibrio de interconversao nitrosil/nitro

Os estudos de interconversdo nitrosil/nitro para os complexos FOR0911A e
FORO0911B foram realizados através de titulacdo espectrofotométrica, acompanhando-se a
variagdo das absorbancias nos comprimentos de onda de 405 e 440 nm, respectivamente. Os
valores de constante de equilibrio foram calculados conforme descrito por Sauaia.”’

Para o complexo FOR0911A, verificou-se que a curva de pH (Figura 38) apresentou
duas zonas de intensa variagdo da absorbancia, o que foi atribuido a ocorréncia de duas reagdes
acido-base. Uma vez que o ligante 2-metilimidazol coordenado apresenta um par de elétrons
disponivel para protonagdo no atomo de nitrogénio 1, pdde-se observar a desprotonagdo desse
durante a titulagdo, sendo encontrado valor de pK igual a 2,80. Para a interconversio
nitrosil/nitro, calculou-se o valor de pH como sendo 5,66 ¢ o valor da constante de equilibrio
resultou em 4,79 x 10'°. Esses achados sdo coerentes com os valores encontrados para os
complexos analogos cis-[Ru(NO)(bpy)2(ImN)]** e cis-[Ru(NO)(bpy)2(2MIM)]** ja descritos

na literatura. As equagdes que descrevem esses equilibrios estdo expostas abaixo.

cis-[Ru(NO)(phen)o2MIM-H)** + OH" — cis-[Ru(NO)(phen),(2MIM)** + H0
cis-[Ru(NO)(phen)22MIM)]** + 20H" — cis-[Ru(NO2)(phen)2(2MIM)]* + H,0

Figura 38 - Variacdo de absorbancia durante titulacdo espectrofotométrica do complexo

FORO0911A (esquerda) e grafico de pH versus absorbancia para essa titulagdo (direita).
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O complexo FOR0911B, por sua vez, apresentou uma unica reagdo acido-base ao
ser titulado com base (Figura 39), a qual foi atribuida a interconversdo NO/NO3, sendo
encontrado valor de pH igual a 6,53. O valor da constante de equilibrio para a reagdo foi de

8,71 x 10'.

Figura 39 - Variacdo de absorbancia durante titulacdo espectrofotométrica do complexo

FORO0911B (esquerda) e grafico de pH versus absorbancia para essa titulagdo (direita).
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Fonte: o autor.

A explicacdo para a variagdo nos valores de constante de equilibrio encontrados esta
na diferenga da capacidade m-aceptora dos ligantes auxiliares. A reag¢do entre o ligante nitrosil
e o anion hidroxila em meio aquoso serd tanto maior quanto maior for o carater eletrofilico do
grupo NO™. Logo, ligantes que ndo favoregcam a retrodoagdo de carga do metal para o nitrosil
(m-aceptores fortes), diminuem sua densidade eletronica, tornando-o mais propicio ao ataque
nucleofilico pelo fon OH 'Y’ Isso resulta em valores de pK mais baixos para a interconversio
nitrosil/nitrito.

Uma vez que o valor de constante de equilibrio para a interconversdo nitrosil/nitro
¢ diretamente relacionada a reatividade do ligante NO®, pode-se correlaciona-lo com as
caracteristicas espectroscopicas e eletroquimicas dos nitrosilo complexos. A Tabela 12
apresenta os valores de constante calculados para uma série de complexos de formula geral cis-
[Ru(NO)(phen)2(L)]"" e cis-[Ru(NO)(bpy)2(L)]™" juntamente com os valores experimentais de
potencial de meia-onda para o processo redox Ru-NO"/Ru"-NO° e de frequéncia de

estiramento da ligagdo N=O". Verifica-se que ha uma correlacdo direta entre os pardmetros
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experimentais e os 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, é coerente que exista concordancia entre
elas. Logo, pode-se afirmar que altos valores de Ei» e v(N=0") sugerem nio sé que o grupo
nitrosil pode ser facilmente reduzido, como também estd mais susceptivel a ataques

nucleofilicos.?% %7

Tabela 12 — Valores de constante de equilibrio (K) e pH para reagdo de interconversdo NO*/NO3,
frequéncia de estiramento da ligagio N=O", e Ein vs Ag/AgCl para o processo NO*/NO°
coordenado, para sistemas cis-[Ru(NO)(phen)>(L)]™" e cis-[Ru(NO)(bpy )2(L)]™".

Complexo v(NO") (em™) Ei12 vs Ag/AgCl K pH
cis-[Ru(NO)(bpy)2(2MIM) ]** 1940 254 mV 4,57 x 10" 5,65
cis-[Ru(NO)(bpy)(ETU)]** 1930 75 mV 2,75x 10" 6,28
cis-[Ru(NO)(phen)»(TU)]** 1932 130 mV 1,00 x 10" 8,0
cis-[Ru(NO)(phen)(TBZ)]** 1926 120 mV 1,00 x 10" 6,5
cis-[Ru(SO3)(NO)(bpy)a]* 1911 -140 mV 1,74 x 107 10,38
cis-[Ru(NO)(phen):(2MIM)]** 1938 163 mV 4,79 x 1016 5,66
cis-[Ru(NO)(phen)2(ETU) 3 1925 92 mV 8,71 x 104 6,53

Legenda: 2MIM=2-metilimidazol; ETU=etilenotiouréia; TBZ=tiobenzamida; TU=tiouréia.
Fonte: o autor e referéncias - %> 108

4.7 Estudo fotoquimico qualitativo para nitrosilo complexos

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 € irradiado, ocorre transferéncia de elétrons do
metal para o grupo nitrosil, reduzindo-o e resultando na labilizagdo de 6xido nitrico com
posterior substituicdo por molécula do solvente.!?": 19 11 No intuito de estudar esse tipo de
reatividade, os nitrosilo complexos sintetizados foram submetidos a irradiacdo com luz azul
(A=460 nm) e acompanharam-se mudang¢as em seus perfis espectroscopicos ao longo de
intervalos de tempo detfinidos.

Inicialmente, realizou-se o experimento de irradiagdo para os compostos
FORO0911A e FOR0911B no estado so6lido, diluidos em pastilha de KBr, com acompanhamento

das mudangas estruturais via espectroscopia vibracional na regido do infravermelho. A figura
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40 apresenta as respectivas alteragcdes espectrais centradas na banda referente ao estiramento da
ligagdo N-O do grupo nitrosil para um ensaio com tempo de irradiagdo total de 360 minutos.

Nio sdo observados indicios que sugiram labilizagdo de NO° ou outras mudangas estruturais.

Figura 40 — Espectros vibracionais na regido do infravermelho para experimentos de irradiagao
com luz azul (A=460 nm) para os compostos FOR0911A (superior) e FOR0911B (inferior) em
pastilha de KBr.
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Diante desses resultados, avaliou-se o comportamento dos complexos quando
irradiados em solugfo. A Figura 41 apresenta as mudangas do perfil espectral decorrente da

irradiacdo para o composto FOR0911A.

Figura 41 - Espectros de absorcédo eletronica para a fotolise do composto FOR0911A com luz
azul (NaTFA 0,1 mol L™, pH=3,0). Destacam-se os espectros antes da irradiagio (—), apos 30
min de irradiagdo (—) e apds 80 min de irradiacdo (—). Inset: variacdo da absor¢do em 265 nm

ao longo do periodo de irradiagao.
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Observam-se diversas alteragdes que incluem o surgimento de bandas largas em
425 e 480 nm, as quais foram atribuidas a transi¢des MLCT do tipo n*(phen) «<— dn(Ru) e o
deslocamento com aumento de intensidade da banda em 272 nm para 266 nm, atribuida a
transicdo intraligante do tipo n* «— w(bpy). Verifica-se que durante os primeiros 30 minutos de
irradiacdo, ha a visualizag¢do de pontos isosbésticos em 271 e 355 nm, sugerindo a ocorréncia
de uma unica reagdo fotoquimica, a qual corresponderia a labiliza¢do do grupo nitrosil como
NO°. Apés esse periodo, nota-se deslocamento de bandas e distanciamento em relagio aos
isosbéticos, provavelmente em funcdo de reacgdes laterais envolvendo a labilizag¢do do ligante

2-metilimidazol.
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O complexo FOR0911B, por sua vez, apresentou alteragdes mais discretas em seu

perfil espectroscdpico ao ser irradiado com luz azul (figura 42).

Figura 42 - Espectros de absor¢ao eletronica para a fotdlise do composto FOR0911B com luz
azul (NaTFA 0,1 mol L', pH=3,0). Destacam-se os espectros antes da irradiagio (—) e ap6s 80

min de irradiacdo (—). Inset: variagdo da absor¢cdo em 266 e 381 nm ao longo do periodo de

irradiacdo.
0,8
056 n éws
= .
Q
=)
<«
"8 80
s 0,4+
w
)
<
0,2
0,0

T I T I :
200 300 400 500 600

Comprimento de onda (nm)

Fonte: elaborado pelo autor.

Ao longo da irradiagdo, surgem duas bandas de absor¢do em 381 e 443 nm, as quais
foram atribuidas a transi¢des MLCT do tipo n*(bpy) <— dn(Ru), além de haver sutil redugéo da
banda em 266 nm, atribuida a transi¢do do ligante bipiridina do tipo n* «<— w. Apesar de que ndo
foram observadas grandes alteragdes espectrais durante a irradiagdo do composto, verificou-se
que o perfil pés-irradiag@o tem consideravel similaridade com o do precursor FOR0211B. Esse
achado corrobora com a hipotese de que a irradiagdo foi capaz de promover a redugdo do
composto, juntamente com a saida do ligante nitrosil como NO e a subsequente coordenagéo
de uma molécula de solvente. Essa proposta foi avaliada nos experimentos seguintes.

Utilizando um sensor quimioluminescente, avaliou-se a libera¢do de 6xido nitrico
dos complexos FORO0911A e FOR0911B em condigdes analogas aos dos ensaios

espectroscopicos. Os resultados sdo apresentados na Figura 43. Verifica-se que ao irradiar o
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composto por intervalos curtos (entre 5 e 60 s) ocorre liberagdo de quantidades proporcionais
de 6xido nitrico, sugerindo que tais compostos sdo potenciais plataformas para liberagdo
controlada de NO. Nota-se ainda que, de acordo com os valores de areas dos sinais, a amostra
FORO0911B aparenta liberar cerca de 50% a mais de NO que o FOR0911A, quando irradiadas
durante o mesmo tempo. Investiga¢des adicionais, utilizando sondas seletivas para detec¢do de

oxido nitrico, estdo sendo realizadas para confirmar esse achado.

Figura 43 — Grafico de detec¢do de NO para os compostos FOR0911A e FOR0911B (solucéo
HTFA 0,1 mol L', pH 3) sob irradia¢io com luz azul (A=460 nm, 20 W) em diferentes periodos
de tempo (a esquerda); e correlacdo entre tempo de irradiacdo e area de sinal (a direita).
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Conforme foi mostrado na se¢do anterior, a concentragio de ions H' no meio exerce
consideravel influéncia sobre os equilibrios reacionais envolvendo nitrosilo-complexos. A fim
de excluir a interferéncia do pH nesse estudo, optou-se por realizar o acompanhamento
espectrofotométrico para irradiagdo dos compostos FOR0911A e FOR0911B também em
acetonitrila. Os graficos com os perfis espectrais sdo apresentados nas Figuras 44 e 45,

respectivamente.

Figura 44 - Espectros de absor¢ao eletronica para a fotdlise do composto FOR0911A com luz
azul em acetonitrila. Destacam-se os espectros antes da irradiacdo (—), apds 30 min de
irradiacdo (—) e ap6s 120 min de irradiagdo (—). Inset: variagcdes das absorbancias em 265 e

400 nm ao longo do periodo de irradiacéo.
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Fonte: elaborado pelo autor.

No caso do complexo FOR0911A, verifica-se que a irradiacdo provoca mudancgas
consideraveis no espectro com aumento banda em 267 nm e seu deslocamento para 265 nm,
juntamente com o surgimento de bandas largas em 400 e 452 nm. Tal como observado no
acompanhamento em meio aquoso, nota-se que as alteracdes mais perceptiveis se ddo nos
primeiros 30 minutos de irradiacdo (com surgimento de ponto isosbéstico em 270 nm) e que a
continuidade desse procedimento leva a sutis deslocamentos dos espectros, provavelmente

decorrentes de reacdes laterais. Assim, considera-se que ha fotolabilizag¢ao do grupo nitrosil sob
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a forma de NO°, com formagdo da espécie cis-[Ru(phen),(2MIM)(acetonitrila)]*" e que esse
complexo pode sofrer uma segunda substituicio formando o complexo cis-
[Ru(phen)z(acetonitrila)2]**. O complexo FOR0911B, por sua vez, aparenta ser mais fotoreativo
em meio orgénico, visto que a irradia¢do a 460 nm leva ao surgimento de bandas em 375, 396
e 426 nm. Assim como para o FOR0911A, atribui-se as variagdes espectrais a labilizacdo do

nitrosil e sua libera¢do como 6xido nitrico.

Figura 45 - Espectros de absor¢ao eletronica para a fotdlise do composto FOR0911B com luz
azul em acetonitrila. Destacam-se os espectros antes da irradiagdo (—) e apos 120 min de
irradiacdo (—). Inset: variagcdes das absorbancias em 262 e 396 nm ao longo do periodo de

irradiacdo.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.8 Estudo fotoquimico qualitativo para complexos com nitrosil-sulfito

Similarmente ao que foi realizado para os nitrosilo-complexos, avaliou-se a
fotoreatividade dos compostos NSO11A e NS211A. Inicialmente, estudou-se o comportamento
desses complexos quando submetidos a irradiagdo com luz azul no estado sélido. Diferente do
que ocorre com os nitrosilo complexos, os analogos de nitrosil-sulfito, mesmo na auséncia de
solventes, sofrem reacdo quando submetidos a fotolise com luz visivel. Conforme a Figura 46,

observa-se que periodos seguidos de fotoirradiacdo provocam diminui¢do das bandas
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associadas as vibragdes do grupo N(O)SO3 com proporcional aumento da banda atribuida ao

estiramento N-O.

Figura 46 — Espectros vibracionais na regido do infravermelho para experimentos de irradia¢do
com luz azul (A=460 nm) para os compostos NSO11A (superior) e NS211A (inferior) em
pastilha de KBr.
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Diante disso, é possivel crer que ocorre quebra do grupo nitrosil-sulfito, levando a
formagdo do respectivo nitrosilo-complexo original. Nao fica claro se essa reagdo restaura o
anion sulfito, ou se esse ion sofre alguma reagdo redox concomitante a fotélise. Contudo, o
surgimento de uma banda intensa em torno de 1100 cm™' sugere a formacio de fons sulfato, os
quais, podem ser formados por fotoxida¢do. O comportamento observado ¢ comum aos
complexos NSO11A e NS211A. Curiosamente, em ambas as situagdes, ha o surgimento de uma
banda pouco intensa em 2225 cm™', a qual ndo teria uma atribuigéo clara. Sendo essa uma regido
do espectro vibracional mais caracteristica de ligagdes N=N, tem-se como possibilidade a
formag¢do de uma espécie contendo nitrogénio, o qual poderia advir do grupamento nitrosil-
sulfito. Para testar essa hipotese, realizou-se a marcagio dos dois compostos com °N, uma vez
que o produto da fotdlise constituido por isdtopo de maior massa devera apresentar valores de
ntimero de onda cerca de 45 cm™ menores. Assim, foram obtidos os compostos ’NS011A e
ISN'S211A utilizando o reagente Na'’NO» na etapa reacional correspondente a coordenagio do
ligante nitrito.

Uma vez obtidos e caracterizados, os compostos marcados "’NS011A e SNS211A
foram submetidos ao experimento de fotolise em estado sélido em condi¢des idénticas ao
experimento anterior. Os resultados sdo apresentados na figura 47 abaixo.

Verifica-se que em ambos os experimentos houve deslocamento dos valores de
numero de onda referentes as vibragdes envolvendo os grupos nitrosil e nitrosil-sulfito,
conforme o esperado. Nota-se ainda que a banda localizada em 2225 cm™ também sofreu
deslocamento para direita, indicando que essa espécie esté relacionada aos ligantes associados
a oxidos de nitrogénio. Em busca nas bases de dados espectroscopicos disponiveis, verificou-
se que essa regido do espectro vibracional é compativel com o géas 6xido nitroso (N20), o qual
pode ser formado pela redugdo do 6xido nitrico. Entretanto, esse gés livre apresenta um sinal
na forma de dubleto, diferente do que foi observado no experimento em questdo. Lehnert e
colaboradores'!! observaram que o complexo [Ru(NH3)s(N20)]** apresenta em seu espectro
vibracional banda em 2238 cm™! atribuida ao estiramento N-N do ligante N>O coordenado.
Assim, diante das evidéncias de oxidagdo do sulfito e reducdo do grupo nitrosil, propde-se que
a fotolise tem como produtos o nitrosilo complexo e o respectivo derivado cis-[Ru(X-

X)2(2MIM)(N20)]?**, onde X-X corresponde a diimina.
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Figura 47 — Espectros vibracionais na regido do infravermelho para experimentos de irradiagao

com luz azul (A=460 nm) para os compostos "’NSO11A (superior) e ’NS211A (inferior) em

pastilha de KBr.
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No segundo momento, estudou-se o efeito da irradiagcdo dos complexos na presenca

100. 101 4y aliou-se a

de solvente. Devido a baixa estabilidade dos complexos em meio &cido,
fotoreatividade desses compostos somente em acetonitrila. Os espectros obtidos durante o
acompanhamento das reagdes de fotolise sdo apresentados nas Figuras 48 ¢ 49. Para ambos,
verificou-se que os primeiros 10 segundos de irradiag¢do provoca uma abrupta mudanca no perfil
espectroscopico dessas espécies com diminui¢do das bandas na regido do visivel. Alteragdes

' quando estudaram a

semelhantes foram observadas por Roveda e colaboradores'’
fotoreatividade do complexo frans-[Ru(N(O)SO3)(NH3)4(isn)]", onde isn=isonicotinamida
quando irradiado com luz ultravioleta (A=355 nm). Nesse caso, o espectro do produto apos
alguns minutos de irradiacdo foi idéntico ao respectivo nitrosilo complexo trans-
[Ru(NO)(NH3)a(isn)]**. Isso sugere que ocorre a labilizagdo fotoquimica do grupo sulfito sob
a forma de sulfito radicalar (posteriormente identificado por ressondncia paramagnética

eletronica).

Figura 48 - Espectros de absor¢ao eletronica para a fotdlise do composto NSO011A com luz azul
em acetonitrila. Destacam-se os espectros antes da irradia¢do (—), apos 10 s de irradiagdo (—)
e ap6s 180 min de irradiacdo (—). Inset: variagdes das absorbancias em 283 e 427 nm ao longo

do periodo de irradiagdo.
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Figura 49 - Espectros de absor¢édo eletronica para a fotolise do composto NS211A com luz azul
em acetonitrila. Destacam-se os espectros antes da irradia¢do (—), apos 10 s de irradiagdo (—)
e ap6s 120 min de irradiagdo (—). Inset: variagdes das absorbancias em 262 ¢ 422 nm ao longo

do periodo de irradiacdo
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Contudo, a analise dos espectros obtidos para a irradiagdo dos compostos NSO11A
e NS211A evidencia que o produto formado inicialmente difere dos nitrosilo-complexos
precursores. Além disso, como pode ser observado nos espectros das Figuras 44 e 49, o produto
formado apds 10 s de irradiagdo ndo € idéntico aos complexos FOR0911A, logo os produtos
finais para irradiagdo desse composto e NS211A sdo espectroscopicamente diferentes. Assim,
¢ possivel assumir que a fotoreatividade de compostos polipiridinicos de ruténio com ligantes
nitrosil-sulfito segue mecanismos distintos daqueles identificados para tetraaminas de ruténio.

A fim de avaliar se a irradia¢cdo dos complexos contendo o grupo N(O)SOs3 libera
oxido nitrico, utilizou-se o sensor quimioluminescente de NO de forma similar ao que foi feito
para os compostos FOR0911A e FORO0911B. Os resultados desses experimentos sdo
apresentados nas Figuras 50 e 51. Observa-se ndo somente que a irradia¢do da solugdo desses
complexos com luz azul leva a formagdo de NO, como também que essa liberagdo se da em
quantidades proporcionais ao tempo de irradiagdo. Dessa forma, confirma-se que de fato ha
labiliza¢do do grupo nitrosil-sulfito quando as espécies NSO11A e NS211A séo expostas a luz
visivel. Experimentos adicionais sdo ainda necessarios para confirmar quais outras espécies sao

geradas nessa reagdo bem como os mecanismos envolvidos.
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Figura 50 — Grafico de deteccdo de NO para o composto NSO11A (DPBS 0,1 mol L™, pH 7.,4)
sob irradiagdo com luz azul (A=460 nm, 20 W) em diferentes periodos de tempo (& esquerda);

e correlagdo entre tempo de irradiagdo e area de sinal (a direita).
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Figura 51 — Grafico de detec¢do de NO para o composto NS211A (DPBS 0,1 mol L', pH 7.4)

sob irradiagdo com luz azul (A=460 nm, 20 W) em diferentes periodos de tempo (2 esquerda);

e correlagdo entre tempo de irradiagdo e area de sinal (a direita).

40

354

15
30 "
4 25_- 10s r

- | |

30+

204

Area do sinal
o

Fonte: elaborado pelo autor

Tempo (s)



104

4.9 Estudo de reatividade com L-glutationa

Nitrosilo-complexos sdo capazes de reagir com redutores de diferentes naturezas
levando a formagéo de 6xido nitrico. Dentre esses redutores, o tripeptideo L-glutationa (GSH)
¢ especialmente interessante, visto que se encontra em alta concentragdo no citoplasma de
células saudaveis e pode, portanto, atuar como estimulo para liberacdo de NO a partir de
nitrosilo-compostos metalicos.''> Além disso, trabalhos recentes demonstraram que complexos
do tipo cis-[Ru(NO)(bpy)2(L)]”*", quando reagem com GSH, podem funcionar como
liberadores de nitroxil (HNO/NO).!3 Sabe-se que tanto NO como HNO sio sinalizadores
moleculares de grande importincia na fisiopatologia e farmacologia de doengas
cardiovasculares, como hipertensdo e aterosclerose.* 3¢ Assim, é relevante o estudo dos
produtos de reacdo entre os nitrosilo-complexos sintetizados e L-glutationa a fim de avaliar o
potencial desses compostos em atuar como pro-drogas.

Mioglobina (Fe*") tem sido recorrentemente utilizada na detec¢do de 6xido nitrico
e nitroxil, assim como outras hemeproteinas. A priori, a reacdo entre a mioglobina oxidada
(metMb) com NO ou HNO produz perfis espectrais distintos, mas cuja diferenciagdo é baseada
em achados sutis. Em ambos os casos, ocorre altera¢des relativas a banda Soret e as bandas Q
do espectro da hemeproteina. Contudo, a reagiio de Mb (Fe*") com NO envolve mais de uma

etapa e ocorre de acordo com as equagdes abaixo:

Mbb'+ NO — Mb'"'-NO ki=1,9x 10° M ¢!
MbY-NO + OH" — Mb" + HNO» kon=3,2x 10> M ¢!
Mb! + NO — Mb''-NO kno= 1,7 x 10" M s!

Por sua vez, a reagdo Mb (Fe**) com HNO segue uma tnica etapa, a qual ocorre

cerca de 1000 vezes mais rapido que a reagcdo com NO:

Mbb' + HNO — Mb''-NO kino=2,7 x 10° M 57!

Dessa forma, o perfil cinético pode fornecer informagdes que permitam distinguir
a espécie envolvida na reducdo do grupo heme da proteina.

O sal 2-(4-Carboxifenil)-4.,4,5,5- tetrametilimidazol-1-oxil-3-6xido de potassio ou
carboxi-PTIO tem sido utilizado com muito sucesso em diferentes protocolos que necessitam

de um capturador de 6xido nitrico seletivo e robusto. Contudo, seu uso apresenta limitagdes,
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tais como a reatividade com outros radicais e com outros 6xidos de nitrogénio diferentes do
NO. Nesse sentido, o cPTIO mostrou-se capaz também de reagir com nitroxil (HNO)

apresentando perfil espectroscopico distinto, permitindo assim diferencia-lo da reagdo com NO.

Essas diferengas estdo apresentadas na Figura 52.

Figura 52 — Reagdes de cPTIO com NO e HNO e seus respectivos produtos.

REACAO COM OXIDO NITRICO:

o
_/N+ _/N
N co0™ 4+ 'NO —= N COO™ + "NO,
I .
o 0
¢PTIO oPTI
REACAO COM NITROXIL:
0" o
LA _LA
N COO + HNO —=— N COO™ + ‘NO
| |
o° OH
¢PTIO CPTIO-H
o
|,
—|-N 1N
N co0™ + 'NO —» N COO™ + "NO,
OH OH
cPTIO-H cPTI-H

Fonte: o autor.

Observa-se que na reagdo com 6xido nitrico o composto cPTIO, o qual apresenta
uma banda de absorc¢do caracteristica em 560 nm, é convertido em cPTI, que ndo apresenta
absor¢do 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 absor¢do no visivel.

4.9.1 Nitrosilo-complexos

Inicialmente, avaliou-se a capacidade de liberagdo de NO/HNO a partir dos
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nitrosilo-complexos na preseng¢a do redutor bioldgico glutationa através do uso da mioglobina
(Fe*") como sonda. Os espectros referentes as mudangas no perfil das bandas de absorcéo, para
os complexos FOR0911A e FOR0911B séo apresentados abaixo (figuras 53 e 54). Observa-se,
para ambos os ensaios que os produtos da reagdo de reducéo causam diminui¢do e deslocamento
da banda Soret (409 para 413 nm) acompanhado de mudancas nas bandas Q (diminui¢do das
bandas em 502 e 635 nm e aumento das bandas em 545 e 580 nm). Tais altera¢des sdo sugestivas
da redugdo do grupo prostético da hemeproteina, com provavel coordenacdo de ligante ao
centro metalico de Fe?*. Ainda que néo seja completamente compativel com a coordenacio de
NO (seria esperado deslocamento da banda Soret para 421 nm), pode-se supor que ha a
formagao de outras espécies além de NO/HNO capazes de competir pelo centro de coordenagdo

da protoporfirina. Essa proposta é discutida em detalhe em se¢des posteriores desse trabalho.
Figura 53 — Acompanhamento da reacdo do complexo cis-[Ru(phen)2(2-MIM)(NO)]** com

GSH na presenc¢a de met-Mb durante 30 minutos. [Ru]= 120 umol L!; [GSH]= 1,2 mmol L;
[met-Mb]= 6,5 pmol L.
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Figura 54 — Acompanhamento da reacdo do complexo cis-[Ru(phen)2(ETU)(NO)]** com GSH
na presenca de met-Mb durante 30 minutos. [Ru]= 120 umol L™!; [GSH]= 1,2 mmol L!; [met-
Mb]= 6,5 umol L.
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Fonte: elaborado pelo autor

Visto que os primeiros ensaios ndo forneceram evidéncias conclusivas sobre
formagdo de oxido nitrico, os complexos FOR0911A ¢ FOR0911B também tiveram sua
capacidade de liberacdo de 6xidos de nitrogénio avaliada usando cPTIO e os espectros de
absorcdo eletrOnica sdo apresentados na figura 55. Como pode ser observado, a adigdo de
complexo e GSH provoca rapidas modificagdes no perfil espectroscopico da sonda consistentes
com a presenc¢a de 6xido nitrico. Assim, pode-se inferir que a redugdo dos nitrosilo-complexos
com esse tiol leva a labilizagdo do grupo nitrosil da forma de NOP. Deve-se ressaltar, contudo,
que a deteccdo dessa espécie como produto reacional ndo exclui uma possivel formagdo
concomitante de HNO, ainda que em menor propor¢do. Essa hipotese foi avaliada através do

experimento utilizando o detector seletivo quimioluminescente de NO.
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Figura 55 - Acompanhamento da reacdo dos complexos FOR0911A (superior) e FOR0911B

(inferior) com GSH na presenga de cPTIO durante 30 minutos. /nset: variacdo da absorbancia

pelo tempo a 560 nm. [Ru]= 100 pmol L*'; [GSH]= 280 umol L'; [cPTIO]= 160 umol L!
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As Figuras 56 e 57 apresentam os resultados referentes a detec¢do de 6xido nitrico
liberado durante a reag¢do entre as espécies FOR0911A e FORO0911B com GSH,
respectivamente. Verifica-se para ambos os complexos que, na presenca do redutor, ocorre
liberagdo de 6xido nitrico, confirmando a tendéncia observada em trabalhos posteriores.

Contudo, visto que o sensor em questdo € seletivo para NO, o mesmo ndo € capaz
de detectar nitroxil caso esse esteja sendo formado. Assim, adicionou-se hexacianoferrato(III)
em excesso a fim de oxidar HNO a 6xido nitrico. Observa-se nas curvas referentes a adicdo do
oxidante que a quantidade de NO detectada é consideravelmente maior, sugerindo que de fato
ha nitroxil formado no meio. Em conjunto, portanto, esses experimentos evidenciam a formagao
de NO e HNO a partir dos complexos na presenca de GSH e revelando uma potencial

aplicabilidade como pro-farmacos.

Figura 56 — Deteccdo de NO durante a reagdo entre 100 nmol de FOR0911A e 2 umol de GSH
em solugdo DPBS 0,1 mol L™! pH 7.4 na auséncia (—) e na presenca (—) de 100 pmol de

hexacianoferrato(III).
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Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 57 — Deteccdo de NO durante a reagdo entre 100 nmol de FOR0911B e 2 umol de GSH
em solugdo DPBS 0,1 mol L™! pH 7.4 na auséncia (—) e na presenca (—) de 100 pmol de

hexacianoferrato(III).
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Fonte: elaborado pelo autor

4.9.2 Nitrosil-sulfito

De forma andloga aos experimentos realizados com os complexos FOR0911A e
FORO0911B, ensaios de deteccdo de NO e HNO foram conduzidos para os compostos NSO11A
e NS211A. Novamente, a primeira sonda utilizada foi a hemeproteina mioglobina (Fe*"), sendo
observado (figuras 58 e 59), através do acompanhamento dos espectros de absor¢do na regido
do UV/vis, um perfil reacional mais compativel com a nitrosilagdo redutiva da proteina. Tal
conclusdo se deve ao deslocamento da banda Soret para 420 nm, acompanhado das
modificag¢des esperadas para as bandas Q. Assim, tem-se uma evidéncia mais coerente para a

liberagdo de NO ou HNO pela reagdo desses complexos na presenga de GSH.
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Figura 58 — Acompanhamento da reagdo do complexo NSO11A 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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Figura 59 — Acompanhamento da reagdo do complexo NS211A 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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Nas figuras 60 e 61 abaixo, observa-se que a adicdo de L-glutationa provoca
mudangas muito mais sutis no perfil espectral do cPTIO, resultando em alteracdes que, ao final
de um periodo reacional prolongado, sugerem a obteng¢do de cPTI-H como produto (supressdo
das bandas em 440 e 560 nm). Isso seria indicativo, portanto, da rea¢do com HNO obtido pela
redug@o do complexo pelo GSH. Novamente, o ensaio com essa sonda ndo permite distinguir
com acurdcia se ha liberag¢do isoladamente ou majoritaria de nitroxil ou 6xido nitrico. Salienta-
se ainda que o decaimento das bandas de absor¢do da sonda ocorre de forma gradual e bem
definida, podendo-se supor que a reagdo de reducdo dos complexos de nitrosil-sulfito ocorre de
maneira analoga. Contudo, estudos mecanisticos mais detalhados se fazem necessérios para

compreender plenamente as etapas envolvidas nesse fendmeno.
Figura 60 - Acompanhamento da reagdo dos complexos NSO11A com GSH na presenca de

cPTIO durante 30 minutos. /nset: variagdo da absorbancia pelo tempo a 560 nm. [Ru]= 100

pmol L!; [GSH]= 280 umol L™'; [cPTIO]= 160 umol L!
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Figura 61 - Acompanhamento da reagdo dos complexos NS211A com GSH na presenca de
cPTIO durante 30 minutos. /nset: variagdo da absorbancia pelo tempo a 560 nm. [Ru]= 100

pmol L!; [GSH]= 280 umol L™; [cPTIO]= 160 umol L!
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Fonte: elaborado pelo autor

Com o intuito de confirmar se de fato ocorre liberagdo lenta de NO/HNO a partir
da reacdo entre L-glutationa e os complexos de nitrosil-sulfito, foram realizados ensaios de
detecgdo de 0xido nitrico por meio do detector quimioluminescente de NO. Conforme pode ser
observado pelos graficos abaixo (Figura 62), verifica-se que ha resposta do detector para as
reagdes realizadas, indicando a doagdo de 6xido nitrico a partir dos complexos. Contudo, vé-se
que apo6s o inicio da liberagdo, ha um rapido aumento de sinal seguido de um decréscimo lento,
sugerindo um perfil de doagdo de NO mais controlado e menos abrupto que aquele observado
para os nitrosilo complexos, conforme observado na secdo anterior. Essa capacidade pode ser
especialmente interessante para aplicacdes onde uma liberacdo sustentada de 6xido nitrico seja
desejavel para a manutencdo de um efeito terapéutico, por exemplo. Estudos cinéticos séo

necessarios para a devida validagdo dessa proposta.
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Figura 62 — Detec¢@o de NO durante a reagdo entre 100 nmol de NSO11A (superior) ou NS211A
(inferior) e 2 pmol de GSH em solugdo DPBS 0,1 mol L™ pH 7.4.
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4.10 Reatividade com radicais de interesse biolégico

Radicais livres sdo espécies quimicas altamente reativas, uma vez que apresentam
um ou mais elétrons desemparelhados em sua estrutura, ¢ que sdo capazes de promover
alteragdes e danos a macromoléculas bioldgicas, tal como o DNA, podendo levar ao surgimento
e agravamento de patologias. O superoxido, o radical hidroxila, o peréxido nitrito e o préprio
oxido nitrico sdo exemplos de radicais que podem estar associados a processos deletérios no
organismo, mas também fisioldgicos, dependendo da sua concentracdo, bem como distribui¢do
espacial e temporal. Em condi¢des normais nas células e tecidos, essas espécies estdo sujeitas
a um controle proprio onde elas coexistem com substincias ditas “antioxidantes”, capazes de
suprimir o excesso de radicais existentes no meio biolégico. E do desequilibrio entre espécies
pré e antioxidantes que surge uma condi¢do denominada Estresse Oxidativo. Essa condigdo é
especialmente relevante, visto que esta diretamente relacionada as complicagdes mais graves
em casos de infarto/isquemia, por exemplo. Isto ocorre, pois as espécies reativas de oxigénio
(ROS) geradas na falta de circulagdo adequada provocam danos teciduais antes e apos a
reperfusdo.'® Uma vez que foi identificado que nitrosilo complexos podem apresentar

potencial farmacoldgico como antioxidantes,3¢ 114

¢ de grande interesse o estudo da reatividade
desse tipo de composto com espécies radicalares.

No intuito de avaliar a reatividade dos complexos com radicais de interesse
bioldgico, utilizou-se como modelo para esse fim o acompanhamento espectroscopico da
redugdo do citocromo c e o sistema xantina oxidase/hipoxantina para a gera¢do do radical
superdxido. A figura 63 abaixo apresenta os espectros, bem como a curva cinética para esse
processo. Através desse modelo, a atividade capturadora de radicais (scaveging) ¢ observada

pelo bloqueio da reacdo redutiva da proteina, expresso pela supressdo da banda de absor¢do em

550 nm.
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Figura 63 — Espectros de absor¢éo eletronica na regido do UV-vis para a reag@o entre citocromo
¢ (13 umol L) e a mistura hipoxantina/xantina oxidase em PBS pH 7,4 acompanhada por 60

minutos. /nset: acompanhamento cinético da absor¢do em 550 nm.

2,0

—
Absorbancia em 550 nm
3 B 8 8 3
L] -
. ]

Absorbancia
o
1

Tempo (min)

T T T T T T 1
400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Fonte: elaborado pelo autor

Os resultados dos ensaios de reatividade com radical superoxido para os nitrosilo-

complexos FOR0911A e FOR0911B s&o apresentados nas figuras 64 ¢ 65 abaixo.

Figura 64 — Resultado do ensaio de reatividade do complexo FOR0911A com anion superoxido.

100

L D [
o o o
1 1 1

Captacdo de radical (%)

n
o
1

0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracio de complexo (umol L™)

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 65 — Resultado do ensaio de reatividade do complexo FOR0911B com anion superoxido.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Observa-se uma relagdo direta de proporcionalidade entre as concentragdes de
nitrosilo-complexo e atividade antioxidante, evidenciando a capacidade dos compostos testados
em capturar o radical em estudo. A partir desses resultados foi determinada a concentragdo
necessaria para se ter 50% de inibig&o e calculou-se a constante de velocidade da reagdo, através
da equacio 4. Os valores de ICso encontrados foram de 2,6 e 6,9 pmol L', enquanto as
constantes foram da ordem de 6,59 x 10° e 2,49 x 10 L mol™!' s™!, respectivamente. Apesar das
constantes aparentes dos complexos serem inferiores ao valor de constante para a reagdo entre
NO e superoxido (= 10° L mol™ s1),'"® verificou-se que ha coeréncia com resultados ja
relatados em trabalhos de outros grupos.®

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

as equacdes descritas abaixo.

[Ru-NOJ** + 0; — [Ru-NOJ** + O
[Ru-NOJ** + H,0 — [Ru- H,0]*" + NO°

De forma anéloga, os mesmos experimentos foram realizados para os complexos
do tipo nitrosil-sulfito. Os resultados para esses ensaios sdo apresentados nas figuras 66 e 67

abaixo.
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Figura 66 — Resultado do ensaio de reatividade do complexo NSO11A com anion superoxido.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 67 — Resultado do ensaio de reatividade do complexo NS211A com anion superoxido.

100

80

60

40

Captacido de radical (%)

20

1 2 3 4 5 6 7 8

o

Concentragio de complexo (umol L™)

Fonte: elaborado pelo autor.

Tal como foi verificado para os nitrosilo-complexos, observou-se que
concentragdes crescentes dos compostos levaram a maior captacdo do radical. Entretanto, nota-
se que os valores de ICso obtidos para NSO11A e NS211A sdo, respectivamente, da ordem de
0,48 e 0,56 umol L7, evidenciando uma capacidade antioxidante muito superior aquela

observada para espécies do tipo [Ru-NOJ**. Acredita-se que esse notavel potencial de captura
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de radicais deve-se a presenga do grupo sulfito, o qual € um fon de reconhecida capacidade
antioxidante, recorrentemente utilizado como conservante em bebidas e alimentos. !¢ 117

Assim, determinou-se também as constantes aparentes de reacdo com valores da
ordem de 3,6 x 107 ¢ 3,5 x 107 L mol! s, respectivamente.

Valores de ICso e constante aparente de reagdo também foram determinados para os
cloro-complexos precursores, ndo sendo observado efeito relevante para essas espécies nesse
modelo em estudo. Assim, os dados encontrados para esse conjunto de experimentos estido
resumidos na tabela 13 abaixo. Comparando-se os resultados obtidos com aqueles reportados
para outros nitrosilo-complexos de ruténio, fica evidente que os complexos sintetizados nesse
trabalho apresentaram acido como capturadores de radicais sensivelmente maior. Ndo somente
isso, mas o efeito significativo dos compostos do tipo nitrosil-sulfito também se apresenta como
um achado promissor para o planejamento de novas espécies com potencial farmacologico no

tratamento de doencas associadas ao estresse oxidativo, incluindo DCVs.

Tabela 13 — Valores de ECs, constante de reagdo aparente (k) e efeito maximo para as reacdes

entre os complexos sintetizados e o anion superoxido

Complexo ECso k x 106 Efeito Maximo Ref.
(umol L") (L mol! s") (%)

FORO211A >50 N.D. N.D. -
FORO0211B >50 N.D. N.D. -
FORO611A >50 N.D. N.D. -
FORO0911A 2,62 6,59 94,10 -
FORO0911B 6,94 2,49 96,70 -
NSO11A 0,48 36,0 99.16 -
NS211B 0,50 34,6 90,35 -
cis-[Ru(bpy)2(NO)(2MIM)]** 10,8 1,6 - %
cis-[Ru(bpy)2(NOYETU)* 482 3.6 ; %
trans-[Ru(NH3)4(NO)P(OEt3)]** - 5,8 - 86
trans-[Ru(NH3)a(NO)IMN** - 0,13 - 86

Legenda: 2MIM=2-metilimidazol; ETU=etilenotiouréia; P(OEt;)=trietilfosfito; IMN=imidazol; N.D.=ndo
determinado.
Fonte: elaborado pelo autor.

E importante ainda considerar que, uma vez que os complexos em estudo podem
funcionar como fonte de 6xido nitrico, estas espécies poderiam favorecer a formagdo de
peroxinitrito quando na presenca de superdxido. Sabe-se que uma fonte comum de peroxinitrito
em meio bioldgico € a reagdo entre NO’ e o anion superéxido, sendo o radical resultante muito

mais reativo e danoso para as estruturas celulares.''® Considerando isso, avaliou-se a formacéo
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de ONOO" utilizando o aminoacido tirosina como sonda, o qual reage com o peroxinitrito,

formando 3-nitrotirosina conforme a reagfio abaixo:!'"

Tyr + ONOO™ + H*— Tyr-NO, + H,O

As reagdes envolvendo os complexos doadores de 6xido nitrico na presenca de
superédxido e da sonda tirosina foram acompanhadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detecgdo por espectrometria de massas (CLAE-EM). Os cromatogramas e espectros de

massas para os padrdes de tirosina e 3-nitrotirosina sdo apresentados nas figuras 68 e 69 abaixo:

Figura 68 — A) Cromatograma liquido obtido para a analise de uma solucdo padrio de tirosina
(5 umol L1); B) Espectro de massas obtido para o pico em 2,298 min do cromatograma A,

coerente com a razio massa/carga do fragmento [Tyr + H]".
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Figura 69 — A) Cromatograma liquido obtido para a andlise de uma solugdo padrido de 3-

nitrotirosina (5 umol L™); B) Espectro de massas obtido para o pico em 5,929 min do

cromatograma A, coerente com a razio massa/carga do fragmento [Tyr-NO> + H]".
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Fonte: elaborado pelo autor

Cromatogramas foram obtidos para as reagdes com todos os complexos liberadores

de 6xido nitrico, mas em nenhuma das analises foi encontrada evidéncia da formacdo de 3-

nitrotirosina. A figura 70, referente a reacido para o complexo FOR0911A, exemplifica os

espectros obtidos. Esses resultados sugerem, portanto, que a rea¢do entre os nitrosilo- e nitrosil-

sulfito complexos com o anion superoxido ndo levaria a formac¢do de peroxinitrito, nas

condi¢des avaliadas. Contudo, € pertinente notar que o surgimento de um pico no cromatograma

em 4,388 min, com padrio de fragmenta¢do compativel com o aminoacido fenilalanina (m/z
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tedrico = 166,087 [Phe + H]", sugere a possibilidade de ocorréncia de reagdes redox centradas

em complexos de ruténio ainda ndo devidamente exploradas.

Figura 70 — A) Cromatograma liquido obtido para a analise da mistura reacional contendo o
complexo FOR0911A, hipoxantina, xantina oxidase e tirosina; B) Espectro de massas obtido

para o pico em 4,388 min do cromatograma A, coerente com a razao massa/carga do fragmento

[Phe + H]".
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.11 Coeficiente de particao n-octanol/agua (LogP)

Tdo importante quanto a capacidade de produzir efeito farmacoldgico
independentemente da via de agdo, o estudo das propriedades farmacocinéticas ¢ uma fase de

grande relevancia durante o desenvolvimento de compostos com potencial terapéutico.
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Sabendo-se que as etapas de absor¢do e distribuicdo de xenobioticos sdo criticas quando se
deseja efeito farmacologico, e essas referidas etapas sdo fortemente influenciadas pelo grau de
interagdo desses compostos de interesse com as membranas biologicas, ¢ fundamental dispor
de modelos experimentais que permitam medir e avaliar tais propriedades. A determinagdo do
coeficiente de parti¢do n-octanol/agua, usualmente indicada como logP, mostra-se como uma
proposta viavel nesse sentido, tanto pela sua simplicidade de execu¢@o, como por fornecer
informagdes relevantes no que diz respeito a lipofilicidade das espécies avaliadas.

Diante disso, determinou-se os valores de coeficiente de parti¢do para a série de
compostos sintetizados e os resultados sdo apresentados na Tabela 14. Observa-se que os
complexos, em sua maioria, sdo levemente hidrofilicos, com valores de logP negativos e
somente dois deles apresentaram valores positivos (lipofilicos), ainda que pouco pronunciados.
Esses dados sugerem que, ainda que todas essas espécies sejam idnicas e apresentam atomos
que possam participar em interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio, suas polaridades sdo
contrabalanceadas pelo lipofilicidade dos grupos aromaticos dos ligantes presentes na esfera de
coordenac¢do. Apesar das Regras de Lipinski determinarem valores de logP ideais na faixa entre
1 e 3 para compostos farmacologicamente ativos, é extensa a lista de exemplos de fArmacos em
uso que violam essas diretrizes. Assim, tais resultados no sdo determinantes do insucesso da
proposta aqui apresentada, sendo necessaria uma avaliagdo mais abrangente e envolvendo

outros parametros de interesse farmacocinético.

Tabela 14 — Parametros relacionados a hidrofobicidade para os compostos sintetizados: nimero

de atomos com potencial doador e aceptor para formagao de ligagdo de hidrogénio e valores de

logP.

Composto  Atomos doadores (Lig. de H) ~ Atomos aceptores (Lig. de H) LogP
FORO211A 1 6 -0,307
FORO611A 1 9 -0,545
FORO0911A 1 8 0,249
FORO0211B 2 6 0,013
FOR0911B 2 8 -0,084

NSO11A 1 11 -0,153
NS211A 1 11 -0,429

Fonte: elaborado pelo autor
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4.12 Simulacées de Docking molecular

Simulagdes computacionais envolvendo a andlise de alvos de ancoragem (docking)
se baseiam na determinagdo do posicionamento, conformagéo e energia de ligacéo relacionados
a interagdio entre uma espécie quimica pequena (ligante) e uma macromolécula (receptor).'?
Esse tipo de estudo tem sido bastante utilizado para orientar o desenvolvimento racional de
novas moléculas biologicamente ativas, auxiliar na determinacdo de alvos terapéuticos de
farmacos cujo mecanismo de agdo ndo € plenamente conhecido ou mesmo fornecer informagdes
quanto a aspectos dos possiveis efeitos toxicos.!?!"1> Em quimica de coordenacio, o docking
molecular apresenta-se como uma estratégia valiosa para guiar a sintese de novos compostos
com agdo farmacoldgica especifica sobre alvos constituidos de macromoléculas.'?*'?” Pode
também ser utilizada para a obtencdo de informagdes a respeito de caracteristicas
farmacocinéticas, uma vez que proteinas de transporte participam ativamente dos processos de
absor¢do, distribui¢do e excregdo de xenobioticos.

Nesse sentido, selecionou-se quatro alvos de interesse a fim de serem submetidos a
simulagdes com os complexos, sendo dois deles proteicos e associados a transporte de farmacos
(apo-transferrina e albumina sérica humana) e duas sequéncias de nucleotideos (DNA nas
conformag¢des dupla-hélice e G-quadruplex). Assim, foram determinadas as posi¢des e
conformag¢bes mais estaveis, bem como as energias envolvidas na estabiliza¢do dessas
estruturas. Para os alvos proteicos, foi possivel também quais grupos estdo envolvidos nas
interagdes de maior importancia para a ancoragem. Os valores de energia livre estdo elencados
na Tabela 15, abaixo. Observando-se os resultados obtidos, percebe-se que ndo ha grandes
discrepancias entre os valores de energia livre, sugerindo que todos os compostos interagem de

forma similar com seus respectivos alvos.
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Tabela 15 — Valores de energia livre, AG (kcal mol™), e lista de aminoécidos envolvidos nas

interagdes entre os complexos e receptores, determinados por docking molecular

Receptores
Complexos bDNA G4-DNA HSA aTf
(AG) (AG) AG Interacées AG Interagoes
HIS242
FOR0211A  -931 L9.47 7,54 (21{32279‘; 853  GLN245
GLU318
LYS274
FOR0211B  -8.96 977 772 GLU294  -831 éfgi?)g
GLU297
LYS195 HIS242
FORO611A -8,88 -8,61 -9,33 ARG218 -8,10 GLN245
GLU292 GLU318
LYS195 HIS242
FORO911A -8,66 -8,88 -7,49 ARG222 -8.,45 GLN245
VAL293 GLU318
ASP240
FORO0911B -9,11 -9,65 -7,91 %Xilzgg -8,54 HIS242
GLU318
ot
NSO11A -7,53 -7.,41 -8,98 ARG222 -8,66
VAL293 ASP592
LYS593
oo
NS211B -9,20 -8,05 -9,34 -8,81 LYS343
ARG222 1YS593
CYS448

Fonte: elaborado pelo autor

Para as simula¢des envolvendo bDNA (Figura 71), percebe-se que todos os
complexos sdo capazes de se inserir parcialmente entre os sulcos das dupla-hélices de forma
analoga a um comportamento de intercalacdo. Um dos ligantes fenantrolinicos, ou bipiridinico
no caso do composto NSO11A, encaixa-se entre dois pares de bases em uma configuragdo
caracteristica para o favorecimento de interacdes do tipo empilhamento n- 7 (pi stacking). Ao
mesmo tempo, os ligantes monodentados interagem com as cadeias de fosfato ou ainda com
outras bases nitrogenadas, garantindo estabilizacdo adicional. Considerando essa série de
compostos, observou-se maior estabilizacdo para o complexo FOR0211A, com valor de AG da

ordem de -9,3 kcal mol™".
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Figura 71 — Representacdes graficas das interagdes dos complexos FOR0211A, FOR0211B,
FORO0611A, FOR0911A, FOR0911B, NSO11A e NS211A com a estrutura de bDNA (PDB
4JDS8), obtidas por docking molecular.
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Fonte: elaborado pelo autor.

No que diz respeito as simula¢des envolvendo o DNA G-quadruplex como receptor,
observa-se uma tendéncia analoga aquela observada para o DNA dupla-hélice. Contudo, a
estrutura tridimensional peculiar e caracteristica do G4-DNA, permite intera¢cdes que nido
seriam possiveis para o bDNA. Isso pode ser observado nas ilustragdes do apéndice H.
Considerando-se esses dois conjuntos de simulagdes, pode-se inferir que a molécula de DNA

nas duas conformagdes estudadas, provavelmente ndo seria um alvo majoritario para ligacio
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dos complexos, visto que somente intera¢des fracas e moderadas ocorrem entre as espécies
ligantes e receptoras selecionadas. Portanto, um efeito citotdxico ndo seria esperado,
considerando somente a interagdo direta com o material genético. Tal caracteristica ¢ um
aspecto desejavel no desenvolvimento de qualquer droga que ndo seja de efeito antineoplasico.

Em relagdo aos alvos proteicos, albumina sérica humana e apo-transferrina,
observa-se que o complexo NS211A apresenta os maiores valores de estabilizacdo para
interagdes nos sitios selecionados, com valores de energia livre da ordem de -9,3 e -8.8 kcal
mol™!. Como pode ser observado na figura 72 e no apéndice I, a presenca do grupo sulfito
permite a formagdo de multiplas intera¢des do tipo dipolo-dipolo com os grupamentos polares
dos aminoacidos da cadeia peptidica. Somando-se a isso, interagdes hidrofobicas propiciadas
pelos ligantes aromaticos garantem uma estabilizagdo adicional. Novamente, os valores de AG
e as intera¢des intermoleculares encontradas ndo evidenciam a formagdo de um complexo
composto-proteina altamente estavel. Considerando que as proteinas em questdo atuam como
carreadoras de xenobioticos, sendo importantes nos processos de distribui¢do e excregdo, a
capacidade de se ligar de forma moderada a esses alvos € uma caracteristica desejavel para os

compostos em estudo.

Figura 72 — Representacdes graficas das interagdes dos complexos FOR0211A, FOR0211B,
FORO0611A, FOR0911A, FOR0911B, NSO11A e NS211A com a estrutura da albumina sérica
humana (PDB 1BMO0), obtidas por docking molecular.
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LYS-195

Fonte: elaborado pelo autor

Deve-se ressaltar que mesmo sendo capaz de fornecer dados consistentes de
interagcdo entre moléculas pequenas (ligantes) e macromoléculas de interesse (receptores), a
estratégia de docking molecular utilizada ndo deve ser considerada isoladamente para
conclusdes a respeito de propriedades farmacoldgicas e farmacocinéticas. A interacdo entre
ligante e receptor muitas vezes promove mudangas conformacionais em ambas as espécies, mas
o protocolo utilizado para as simulagdes feitas nesse trabalho considera somente alteracdes
conformacionais nos ligantes. O elevado custo computacional necessario para executar calculos
de docking semi-rigido ou mesmo estudos de dindmica molecular, inviabilizou o uso dessas

estratégias. Essas consideragdes, contudo, ndo invalidam os resultados obtidos e reportados.

4.13 Ensaios de Viabilidade Celular

Considerando a promissora atividade liberadora de NO e HNO evidenciada pelos

ensaios anteriores, e o potencial uso desses complexos como pro-drogas no tratamento de DCVs,

julgou-se importante avaliar o efeito citotoxico dos compostos em estudo. Os ensaios de
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viabilidade celular para os nitrosilo-complexos e seus respectivos precursores foram realizados
em colaboragdo com o Laboratério Integrado de Biomoléculas (LIBS) da UFC, através de
metodologia baseada na medida da capacidade redutiva mitocondrial usando MTS.

Os compostos foram testados em quatro linhagens celulares, as quais incluem trés
linhagens cancerigenas humanas (A549, MCF7 e LNCAP) e uma linhagem saudavel murina
(CL929). Os resultados foram expressos em concentragdo inibitdria para 50% de efeito (ICso)
e sfo apresentados na Tabela 16. Verifica-se que todos os complexos foram poucos toxicos e
exibiram uma modesta seletividade para a linhagem cancerigena de mama (MCF7). Para esse
tipo celular, o precursor FOR0211A apresentou o melhor valor de ICso para a série testada,
sendo da ordem de 17 pmol L', Considerando que a aplicacio desejada para essas substancias
ndo diz respeito a efeito anticancerigeno, os resultados obtidos sdo favordveis a proposta

apresentada.

Tabela 16 — Valores de 1Cso (umol L) para os ensaios de viabilidade celular.

FORO0211A FORO0211B FORO0611A FOR0911A FOR0911B NSO011A NS211A

A549 >50 >50 >50 >50 >50 >50 >50
MCF7 17.3 33,6 21,2 24.8 23,8 - -
LNCAP >50 >50 >50 >50 >50 >50 >50
CL929 >50 >50 >50 >50 >50 >50 >50

Fonte: elaborado pelo autor

4.14 Ensaios de reatividade vascular

A fim de avaliar a potencial farmacologico dos compostos sintetizados no
tratamento de doencas cardiovasculares, avaliou-se a capacidade dessas substancias em
promover relaxamento vascular utilizando o modelo de anel de aorta de camundongo isolado
previamente contraidas com fenilefrina. Os graficos abaixo (figuras 44 a 46) apresentam as
curvas de porcentagem de relaxamento por concentracdo de complexo adicionada para os
complexos contendo grupos nitrosil, nitrosil-sulfito, bem como seus respectivos precursores e
solugdes padrio de interesse.

Observa-se na figura 73 as curvas referentes as titulagdes com alguns dos
compostos contendo o ligante 2-metilimidazol. Verifica-se que o cloro-complexo cis-
[Ru(phen)2(2MIM)CI]" (FOR0211A), ja € capaz de provocar relaxamento caracteristico da

musculatura lisa do vaso, com valor de ECso da ordem de 478 nmol L!, demonstrando ser
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cerca de 16 vezes mais eficiente que o precursor cis-Ru(phen)Cl, (ECso= 7941 nmol L"), A
substitui¢do do cloreto por nitrito, entretanto, ndo produziu diferencas aprecidveis na sua
atividade vasodilatadora, diferente do que ja foi observado para compostos polipiridinicos
similares.'!'® 128 J4 a conversdo a nitrosil, por sua vez, acentuou a atividade vasodilatadora,
reduzindo a concentragdo efetiva média para 158 nmol L', patamar similar ao de outros

1’92

compostos de Ru (2+) testados utilizando o mesmo modelo experimental,”” mas ainda inferior

a droga padrao nitroprussiato de sédio, SNP (ECso= 10 nmol L).

Figura 73 — Curvas de relaxamento vascular para titulagdo com os complexos FOR0211A e

FORO911A.

—~— PBS 5% DMSO
2 — cis-Ru(phen),Cl,
% —— FOR0211A
E = FORO0611A
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03 —+ SNP

log [ ] (mol/L)

Fonte: elaborado pelo autor

De forma similar, a figura 74 apresenta os resultados obtidos para o mesmo
experimento utilizando os complexos FOR0211B e FOR0911B. Conforme o esperado, o
nitrosilo complexo exibiu menores valores de ECso do que seu andlogo contendo cloreto como
ligante (851 nmol L™ contra 214 nmol L™). Tais achados concordam com os experimentos da
secdo 4.9, onde evidenciou-se a capacidade de doagdo de 6xido nitrico por essa espécie em

meio redutor, mas consideravelmente distante da eficiéncia mostrada pelo SNP.
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Figura 74 — Curvas de relaxamento vascular para titulagdo com os complexos FOR0211B e

FORO0911B.
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Fonte: elaborado pelo autor

A figura 75 compara as curvas de relaxamento para os nitrosil-sulfito complexos
sintetizados. E facilmente perceptivel que ambos os compostos apresentaram efeitos muito
similares no modelo testado, com valores de ECso da ordem de 500 nmol L' e 800 nmol L',
para os complexos NSO11A e NS211A, respectivamente. Esses resultados sugerem que a
presenga do grupo nitrosil-sulfito reduz a capacidade vasodilatadora dos complexos,
provavelmente por dificultar o ataque de espécies redutoras a esse ligante e ndo favorecendo a
doacdo de NO a partir do complexo. Comparando-se outros pardmetros medidos nesse ensaio
(Tabela 17), o grupo NOSO; parece inviabilizar a liberagdo de NO de forma satisfatoria.
Contudo, essa propriedade particular desses compostos poderia ser util na doagdo de dxido
nitrico fotoestimulada em meio biologico, visto que ao evitar o ataque dos redutores presentes
no meio celular, permitiria uma liberagdo mais controlada de NO. A testagem dessa hipotese €

perspectiva desse trabalho.
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Figura 75 — Curvas de relaxamento vascular para titulagdo com os complexos NSO11A e

NS211A.
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Fonte: elaborado pelo autor
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Tabela 17 — Valores de ECso e relaxamento maximo (Emax) para o efeito vasodilatador dos

compostos sintetizados e padrdes.

ECso (umol L) Emax
Média IC95 Meédia + erro IC95

FORO0211A 0,478 [0,206 — 0,800] 116,26 + 5,33 [105,44 - 128,08]
FORO611A 0,728 [0,436 - 1,115] 119,29 + 4,80 [110,03 - 129,08]
FOR0911A 0,158 [0,073 - 0,233] 120,68 + 3,46 [113,91 - 127,64]
FORO0211B 0,851 [0,363 - 1,572] 116,83 + 6,43 [104,19 - 130,89]
FOR0911B 0,214 [0,120 - 0,363] 129,88 + 3,10 [123,72 - 136,21]
NSO11A 0,465 [0,310—-0,916] 110,59 £ 4,41 [101,50 - 120,47]
NS211A 0,774 [0,422 - 1,493] 119,46 + 5,61 [108,27 - 131,85]
SNP 0,010 [0,008 - 0,018] 120,26 = 2,83 [114,65 - 125,93]

cis-Ru(phen)2Clz 7,941 [3,103 - 15,925]
PBS DMSO 5% - -

116,32 +£ 10,04

19.21 £ 1,16

[97,96 - 144,27
[16,65 - 22,17]

Legenda: IC95: Intervalo de confianga no nivel 95%.

Fonte: elaborado pelo autor
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4.15 Ensaios de Deteccio de H2S

O estudo dos mecanismos de agdo envolvidos no efeito vasodilatador dos nitrosilo
complexos desenvolvidos no Grupo de Bioinorganica da Universidade Federal do Ceara tem
mostrado recorrentemente que a liberacdo de 6xidos de nitrogénio, somente, ndo € capaz de
explicar de forma satisfatoria o efeito farmacoldgico dessas espécies. Combinado a isso,
observou-se nesse trabalho que nem sempre a resposta das sondas e sensores utilizados ¢
plenamente compativel com a geragdo de NO/HNO, durante a redu¢do com GSH, ou outras
substancias derivadas de o6xidos de nitrogénio. Tal fenomeno foi especialmente notavel no
ensaio com mioglobina. Essas observac¢des permitiram que hipoteses fossem levantadas acerca
da possibilidade de formag¢do de outras espécies reativas com capacidade de atuarem como
mediadores fisioldgicos. Tendo isso em mente e buscando informag¢des adicionais, estudou-se
as reagOes entre os cloro-complexos FOR0211A e FOR0211B na presenca de glutationa. Os

espectros referentes a esse ensaio para o tltimo composto sdo apresentados a seguir (figura 76).
Figura 76 — Acompanhamento da reagdo do complexo FOR0211B com GSH na presenga de
met-Mb durante 30 minutos. [Ru]= 120 pmol L!; [GSH]= 1,2 mmol L-!; [met-Mb]= 6,5 umol
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Fonte: elaborado pelo autor
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Conforme discutido anteriormente, os achados nesse experimento sugerem a
reducdo da hemeproteina e, visto que ndo ha fonte de 6éxido de nitrogénio, ndo se considera a
possibilidade de nitrosilagdo redutiva. Ao mesmo tempo, o ligante etilenotiouréia presente no
complexo, tratando-se de uma tioamida, podendo funcionar como fonte de H>S, quando na
presenca de tiois. Sabendo-se da reatividade notavel dos ions sulfeto e da sua capacidade de
atuar como mediador fisiologico, decidiu-se por investigar com maior afinco a possibilidade de
formagdo de sulfetos na redugdo com GSH.

A resazurina ¢ um composto ndo-fluorescente usualmente utilizado como sonda
para determinag@o de viabilidade celular, uma vez que, ao ser reduzido por componentes do
metabolismo energético da célula, € convertido a resorufina, a qual ¢ fortemente fluorescente.
Tem sido reportado que entre os mediadores inorganicos encontrados no meio intracelular,
somente o H>S pode promover a conversdo da resazurina, evidenciando que essa espécie seria
capaz de funcionar na detec¢do de sulfeto quando na auséncia de outros redutores fortes.
Sabendo-se disso, utilizou-se a formag@o de resorufina como medida para capacidade doadora
de H»S. Conforme pode ser observado no grafico abaixo (figura 77), fica evidente que o doador
de acido sulfidrico, Na,S tem efeito sobre o espectro de fluorescéncia da resazurina, provocando

aumento da emissio.

Figura 77 — Espectros de fluorescéncia para a redugdo da Resazurina sob diferentes estimulos

geradores de H>S.
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Fonte: elaborado pelo autor
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Em contrapartida, a glutationa ndo tem efeito sobre a sonda mesmo com incubagdo
prolongada. Ja quando se realiza a incubag@o dos complexos juntamente com GSH na presenga
da sonda hd aumento da fluorescéncia, sendo o efeito do nitrosilo complexo muito mais
pronunciado que aquele observado para o cloro complexo. Comparando-se ainda ao efeito do
ligante livre, verifica-se um efeito bem menos pronunciado sobre o aumento da fluorescéncia.
Baseando-se nesses espectros, € possivel concluir que os compostos de coordenagdo seriam
capazes de potencializar a liberacdo de H»S a partir dos ligantes, onde possivelmente o centro
metalico teria um efeito catalitico.

Em seguida, procedeu-se ensaio com os complexos FOR0211B e FOR0911B
utilizando-se um sensor amperométrico seletivo de H>S. Observa-se pelas figuras abaixo (figura
78) que a adicdo de complexo juntamente com glutationa promove aumento de sinal do sensor,
evidenciando a formacdo de ions sulfeto. Como fica também evidente, a formagdo de H»S para
a reagdo com o nitrosilo complexo produz um sinal mais intenso, sugerindo que hd maior
quantidade desse analito sendo formada. Tal observacdo implicaria na participagdo de NO ou
alguma espécie derivada deste, na formagao de sulfeto. Também deve-se considerar que ha a
possibilidade de formagdo de persulfetos (R-S-S-R) e polipersulfetos (R-(S-S)»-R), os quais

poderiam ser gerados e funcionar como precursores de H»S.

Figura 78 — Cronoamperograma para a reagdo entre os complexos FOR0211B (superior) e

FORO0911B (inferior) com L-glutationa.
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Fonte: elaborado pelo autor

Na tentativa de se avaliar o provavel mecanismo reacional associado a essas reacdes,
bem como verificar a possibilidade de envolvimento de persulfetos e polipersulfetos durante a
redugdo com glutationa, utilizou-se a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detecgdo por espectrometria de massas. A reagdo dos complexos com redutores leva a formagéo
de algumas dezenas de sinais no cromatograma (ndo apresentado), evidenciando a
complexidade do sistema em estudo. Para a reacdo com o complexo FOR0211B, nenhum
padrdo de fragmentagdo de interesse para a elucidag@o do mecanismo pode ser identificado. Em
contrapartida, para a reacdo com o composto FOR0911B, alguns fragmentos pertinentes para a
proposta em estudo foram encontrados. Conforme a figura e a tabela abaixo, os fragmentos
foram visualizados nos espectros selecionados (figura 79). O sinal com razdo massa/carga (m/z)
igual a 831,043 Da (m/z tedrico de 831,096 Da) é compativel com o fragmento
[Ru(phen)2(NO)(GSS)]", onde GSS corresponde a glutationa persulfeto (Tabela 18).
Similarmente, o fragmento de m/z 630,968 Da (m/z tedrico de 630,957 Da) mostra-se coerente
com a espécie [Ru(phen)(H3CCN)(SSSS)]", onde SSSS corresponde a um polisulfeto. Desses
achados, pode-se inferir que ha formacdo de (poli)persulfetos, estando essas espécies
polissulfuradas associadas ao centro metalico do complexo. Néo fica claro ainda se, uma vez

formadas, esses persulfetos sdo capazes de funcionar como fonte de H>S.
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Figura 79 — Espectros de massas obtidos para os produtos da reagdo entre FOR0911B e GSH.
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Tabela 18 — Atribui¢des dos fragmentos identificados como produtos da reagdo entre o

complexo FOR0911B e GSH.

Massa experimental (Da) Massa Teorica (Da) Atribuiciao
507,955 508,035 [Ru(phen)>(NO2)]"
607,979 608,044 [Ru(phen)(ETU) (NO2)]*
831,043 831,096 [Ru(phen)2(NO)(GSS)]*
630,968 630,957 [Ru(phen)»(H3CCN)(SSSS)1

Fonte: elaborado pelo autor

Diante da evidéncia de formagao de H»S e outras espécies sulfuradas em condig¢des
controladas, buscou-se avaliar a formacdo de tais compostos em meio celular. Para isso,
utilizou-se 0 mesmo modelo de reatividade vascular descrito anteriormente, mas realizando o
pré-tratamento dos segmentos de aorta com o scavenger 4-(acetoamido)-benzeno-1-sulfonil
azida (ABSN3). Conforme tem sido reportado recentemente, > sulfonil azidas podem funcionar
como eficientes capturadores de H»S, inclusive apresentando potencial para serem utilizados
como antidoto em casos de intoxicagdo por doadores de 4cido sulfidrico.'*’ Dessa forma,
realizou-se experimento de medida da capacidade relaxante dos complexos na auséncia e na
presenga do ABSN;3 aferindo-se a tesdo sobre anéis de aorta de camundongo. Conforme pode
ser visualizado na Figura 80 e pelos dados da Tabela 19, a presenga do scavanger diminui os
valores de Emax € CEso para a atividade vasodilatadora de ambos os complexos. Por esses dados,
fica evidente que o ABSN3 ¢ capaz de diminuir o relaxamento vascular provocado pelos
complexos, sendo o efeito supressor mais expressivo para o nitrosilo complexo FOR0911B. Tal
efeito ¢ atribuido a captura do H,S gerado, levando a inibi¢do de uma das vias pela qual esses
compostos causam diminui¢do do tonus vascular. Ainda que esses resultados sugiram que o
efeito causado pelo sulfeto ndo seja majoritario nessa resposta sob estudo, o fato de que essas
espécies causam vasodilatagdo por multiplas vias € especialmente interessante para o
desenvolvimento de novas moléculas inorganicas para o tratamento de hipertensao, incluindo

uma rota farmacoldgica ainda pouco explorada.
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Figura 80 - Curvas de relaxamento vascular para titulacdo com os complexos FOR0211B e

FORO0911B na auséncia e na presenca de ABSNG;.
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Tabela 19 - Valores de ECso e relaxamento méaximo (Emax) para o efeito vasodilatador dos

compostos FOR0211B e FOR0911B na auséncia e na presenga de ABSNG3.

Emax (%) ECso (umol L)

Média £ EPM 1C95 Média 1C95
FOR211B 116,83 + 6,43 [104,19 - 130,89] 1,151 [0,663 - 1,972]
FOR911B 129,88 + 3,10 [123,72-136,21] 0,354 [0,270 - 0,463]
FOR211B + ABSN3 111,50+ 6,68  [97,79-127,95] 2,641  [1,495 - 4,599]
FOR911B + ABSN; 117,64 £431  [109,04-12699] 1,561  [1,071 - 2,258]

Fonte: elaborado pelo autor
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5 CONCLUSOES

Considerando as evidéncias experimentais expostas, foram sintetizados e
caracterizados seis novos complexos de ruténio (II) contendo 1,10-fenantrolina ou 2,2°-
bipiridina e os derivados imidazdlicos 2-metilimidazol e etilenotiouréia como ligantes
auxiliares. Técnicas espectroscdpicas e eletroquimicas forneceram evidéncias que corroboram
com as estruturas propostas para os compostos, além de demonstrar a viabilidade e
reprodutibilidade da rota sintética escolhida. Técnicas baseadas na utilizagdo de raios X
forneceram informacgdes sobre a configura¢do absoluta desses complexos, seja na forma de
monocristal ou de s6lido amorfo. O conjunto de caracterizagdes foram suportados também por
calculos de DFT.

Dentre os seis complexos sintetizados, dois deles apresentaram o grupo nitrosil
como ligante, o que os torna candidatos a liberadores de 6xido nitrico. Avaliou-se o pH de
interconversdo NO"/NO,, mas nenhum dos complexos mostrou se manter majoritariamente na
forma nitrosilada em pH fisiolégico. Contudo, verificou-se que os complexos sdo
suficientemente estaveis para que se tenha a reversibilidade completa da reagdo. Estudou-se
também a capacidade de liberagdio fotoquimica de NO?, através de irradiacio com luz azul e
reducdo com GSH. Para ambos os estudos, encontraram-se evidéncias pertinentes que sugerem
a liberagdo de 6xido nitrico. Ainda sobre a redu¢do com L-glutationa ha evidéncia pertinente
da formagdo de nitroxil, evidenciando a versatilidade desses compostos ao funcionarem como
doadores de espécies farmacologicamente ativas com fungdes terapéuticas distintas.

Dois novos complexos com grupo nitrosil-sulfito também foram obtidos com
sucesso. Visto que tais compostos ainda sdo poucos estudados, esse trabalho traz uma valiosa
contribuicdo acerca das propriedades desses compostos. Estudos preliminares sugerem que tais
espécies também sdo promissoras plataformas para fotoliberagdo de 6xido nitrico. Ensaios de
atividade capturadora de radicais revelaram que essa classe de compostos apresenta atividade
antioxidante superior aquela reportada para outros compostos de coordenagdo. Encontraram-se,
portanto, caracteristicas desejaveis em potenciais farmacos para o tratamento de condig¢des
cardiovasculares complexas como a aterosclerose e a isquemia, na qual a acdo vasorelaxante e
o combate ao estresse oxidativo sdo necessarios.

Ensaios para a detec¢do de HoS foram realizados e foram encontradas evidéncias
contundentes da formacdo desse gasotransmissor na presenca de tidis. Apesar de ndo ser
possivel precisar o mecanismo reacional envolvido, nem qual o papel desempenhado pelo

centro metalico nesse processo, foi possivel demonstrar que o sulfeto e seus derivados
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contribuem para o efeito vasodilatador promovido pelos complexos contendo o ligante tioamida.
Ressalta-se que esse ¢ o primeiro trabalho a reportar a participagdo do HoS no efeito
vasodilatador de complexos polipiridinicos de ruténio contendo ou ndo nitrosil. Logo, esse
trabalho abre a perspectiva de estudos mais aprofundados acerca desse assunto.

Em conjunto, os resultados obtidos para a caracterizagdo dos compostos sustentam
a obten¢do dos complexos com as estruturas desejadas e os ensaios de reatividade evidenciam
suas caracteristicas como potenciais metalofarmacos para o tratamento de doengas

cardiovasculares.
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