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Este trabalho relata a sintese, a caracterizacdo espectroscopica, a

titulagdo potenciométrica, a investigacdo eletroquimica ¢ o estudo das
propriedades biologicas do complexo trans-{[RuCly(dinic)s] (dinic= acido 3,5-
piridinadicarboxilico). O complexo foi sintetizado utilizando-se uma solugéo
de azul de ruténio como precursor da rota sintética. O composto foi
caracterizado por anélise elementar, espectroscopia eletronica, espectroscopia
FT-IR, espectroscopia Raman e de RMN de 'H e C. Os resultados indicaram
que o complexo apresenta geometria frans com simetria Dsh. Experimentos
de Voltametria Ciclica foram conduzidas em uma solugdo binario
agua/acetona 1:1, revelando um processo quasi-reversivellcentrado no atomo
de ruténio, bem como uma dependéncia do potencial redox (E;;) com o pH.
O espectro eletrnico revelou a presenca de uma banda de transferéncia de
carga metal ligante (MLCT), a qual apresentou um deslocamento
hipsocrdmico com o aumento do pH. As andlises espectroeletroquimicas
indicaram que a banda na regiio do UV-Visivel desapareceu
progressivamente durante o processo de oxidagdo. Estudos potenciométricos
revelaram a presengca de 16 espécies em solugdo, cujas constantes de
protonagdo foram determinadas. O composto exibiu ainda a habilidade de
complexar ions célcio. O complexo estudado néo inibiu a atividade da enzima
6xido nitrico sintase € tarhbém ndo atuou como captador de mondxido de
nitrogénio. Entretanto, o complexo mostrou propriedades antinociceptivas e

foi capaz de captar radicais hidroxilas.



This work reports the synthesis, spectrocopic characterization,
potentiometric titration, electrochemical investigation and biological studies.
performed on trans-[RuCl,(dinic),] (dinic = 3,5-pyridinedicarboxilic acid) |
The complexe was synihesized using a ruthenium blue solution as the
precursor of the synthetic route. Characterization took place by elemental
analisis, electronic spectroscopy, vibrational FT-IR spéctroscopy, Raman
spectroscopy and 1I»—I e C NMR analisis. The results indicated that the
complex depicts a frans- geometry with Dsh simetry. Ciclic voltammetry
experiments carried out in water:acetone 1:1 solution revealed a quasi-
reversible process centered at the ruthenium atom, as well as a dependence of
the redox potehcial (Ei12) on the pH. The electronic spectra showed that the
MLCT (métal ligand charge transfer) bands were also affected by the pH,
undergoing a hypsocromic shift (blue shift) as the pH increased. The
spectroelectrochemical mesurements showed that the band in the visible
region progressively faded out during the oxidation process. Potentiometric
studies revealed the preéence of sixteen species in solution, whose protonation
constants were determinated. The compound wa also able to complex calcium
ions. The complex did not inhibited the nitrogen monoxide sinthase activity
and also did not acted as nitrogen monoxide scavenger. However the complex

showed antinociceptive and hidroxyl radical scavenging properties.



-Sintetizar e caracterizar quimicamente o complexo trans-[RuCl,(dinic),];

-Determinar a potencialidade de utilizagdo do complexo frans-[RuCly(dinic)s]

como captador de radicais livres;

-Determinar a relagdo entre o numero e posi¢do de grupos carboxilicos

substituidos no anel piridinico e a sua atividade biologica.
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1.0- QUIMICA DO RUTENIO-COMPLEXOS DE COORDENACAO:

Os metais de transi¢do possuem a singular caracteristica de
- formar complexos com moléculas orginicas neutras, chamadas comumente dé :
ligantes, tais como: mondxido de carbono, aminas, fosfinas, bipiridinas,
piridina e analogos. Estes ligantes normalmente abresentam orbitais m*
vazios, que contém a particularidade de aceitar a densidade eletronica do ion
metalico formando um tipo de ligagdo © que suplementa a ligagdo o provinda
- da doagdo do par eletrénico isolado. A conseqii€ncia € a estabilizagdo dos
"complexos metalicos, incluindo os de baixo estado de oxidag¢do, por um
processo chamado retrodoacdo m. A habilidade dos ligantes aceptores de
densidade eletrénica em orbitais ©* de baixa energia € freqiientemente
referida como “acidez nn”, e os ligantes chamados de n-aceptores.

A quimica de coordenagdo teve inicio no final do século passado,
quando o pesquisador Wagner'observou que sais de Fe(Il) misturados com o
ligante bipyridina formavam substancias coloridas. Este foi 0 marco do inicio
da pesquisa na sintese de compostos de coordenagéo utilizando como ligantes
uma grande variedade de moléculas.

Os complexos de coofdenagﬁo contendo ruténio (II) como centro
metalico possuem uma rica quimica de coordenagdo’, sendo exaustivamente
estudados por pesquisadores no mundo inteiro. O primeiro complexo de
ruténio’, K,[Ru(NO)Cls], foi sintetizado na metade do século XIX. Em 1959,
Abel, Bennett e Wilkinson,* sintetizaram os primeiros complexos de ruténio
com geometria trans a partir norbornadienos hidrocarbonetos. Wilkinson® e
Taube® investigaram complexos de ruténio coordenados a aminas, fosfinas,
piridinas e ligantes correlatos. Wilkinson ez al.*’ mostraram que solugdes de

azul de ruténio podem ser muito efetivas na preparacdo de uma variedade
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enorme de complexos com formula geral trans-[RuX;(L)4], onde X é um
halogénio e L um ligante monodentado. A escolha apropriada do ligante
permite que as propriedades do complexo sejam pré-determinadas com fins
especificos.
| Dentro desse contexto, nosso grupo relatou recentemente a

sintese de complexos de ruténio contendo quatro ligantes piridinicos
substituidos por sitios eletropolimerizaveis. O complexo trans-
[RuCly(vpy)s](vpy= 4-vinilpiridina)’ sofre eletropolimerizagdo redutiva sobre
substratos metalicos inertes e ativos, de forma que os filmes sdo gerados na-
regido de potencial de prote¢do catddica dos substratos.

O potencial uso terdpico de complexos de ruténio como
captadores de radicais livres, especialmente mondxido de nitrogénio, vem
sendo amplamente estudada pela comunidade bioquimica, uma vez que esta
molécula aparentemente simples estd intimamente ligada a uma grande
variedade de fung¢des endogenas. A participagdo no sistema imunologico, a
transmissdo de impulsos nervosos e também o controle da pressdo sanguinea
sd0 apenas algumas destas fungoes®.

Reedijk et al’ estudaram as propriedades anti-tumorais dos
complexos trans-[RuCly(dmso)s]J(dmso = dimetilsulfoxido) e [Him][trans-
RuCly(Him);]J(Him = imidazol). Visando dar uma contribui¢@o nesta area, e
tendo em mente nossa experiéncia na preparagdo de complexos de
coordenagdo, "> o Laboratorio de Eletroquimica e Corrosdo (LEC) € o
Laboratorio de Sintese Inorgénica (LSI) prepararam novos complexos de
ruténio com ligantes derivados do acido nicotinico, testando sua atividade em
sistemas biol(')gicbs in vitro e in vivo' 4P,

Pela relevancia do assunto torna-se necessaria uma breve revis@o
bibliografica de modo a permitir ao le.itor que ndo possuem formagdo

bioquimica o entendimento de alguns topicos fundamentais para a

compreensdo deste trabalho.
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1.1- DEFINICAO- RADICAIS LIVRES:

Os radicais livres sdo definidos como qualquer molécula
orgénica ou inorgéanica reativa com um némero impar de elétrons resultando
em espécies com um elétron desemparelhado. O oxigénio molecular cofn dlois
elétrons desemparelhados e os metais de transi¢@o e seus complexos com um
ou mais elétrons desemparelhados sdo aqui excluidos baseado em suas
estabilidades'®. Radicais sfo normalmente gerados em muitos processos
metabolicos. Alguns destes radicais podem existir na forma livre e interagir
subseqiientemente com varios componentes dos tecidos do organismo
resultando ou ndo em muitas disfuncdes'’. Estas disfungdes podem ser :
inflamagdes, artrites reumaticas, arteriosclerose, cancer, diabete, impoténcia
sexual e muitas outras. Devemos ter em mente que os radicais livres podem
iniciar uma série de eventos bioquimicos danosos, mas eles ndo sdo
necessariamente responsaveis diretamente por estas disfun¢des. Radicais
livres também podem ser conceituados como espécies quimicas
independentes com um ou mais elétrons desemparelhados. A literatura inclui
neste grupo oxiradicais, radicais livres de oxigénio e vérias combinagdes
destas palavras. O termo espécie oxigénio reativa (ROS) € usado geralmente
para designar todas as espécies derivadas do oxigénio ou de grupos funcionais
contendo oxigénio reativo. Dentre eles podemos citar: oxigénio, peroxido de
hidrogénio, acido hipocloroso e perdxido, hidroperéxido e epdxidos. Mas eles
ndo sdo radicais € ndo possuem necessariamente interagdes com tecidos
através de reagdes radicalares. No caso, do perdxido de hidrogénio e do acido
hipocloroso eles reagem com os tecidos. Radicais centrados no carbono,
nitrogénio e¢ enxofre podem também ocorrer em sistemas biolégicos € sdo

importantes como iniciadores e/ou propagadores de varios tipos de danos ao

organismo.
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O termo radical livre, em toxicologia, refere-se a existéncia dos
mesmos no estado livre ou ndo combinado, sendo capazes de interagir com
varios componentes dos tecidos. Um radical pode interagir com um tecido
fazendo com que muitas mudangas ocorram. Estas mudangas podem ser
definidas em termos de danos ou outras respostas mais gerais do organismo.

Condigdes quimicas severas ndo sdo sempre necessarias para
formacgdo de radicais livres. De fato, muitas classes de radicais livres sdo

formadas como um resultado do metabolismo de substancias quimicas.

1.2- QUIMICA E REATIVIDADE DOS RADICAIS LIVRES EM
SISTEMAS BIOLOGICOS: |

A quimica das reagdes dos radicais livres € extremamente
complexa e seus detalhes ndo serdo expostos aqui 1819 A complexidade destas
reagcbes € intensificada por suas interagbes com moléculas biologicas
resultando em dificuldades de concluir a ligacdo de radicais livres com os
seus danos ou doencas.

A existéncia de oxigénio em todos os sistemas biologicos faz
com que os radicais centrados no oxigénio sejam o tipo mais comum
encontrado. Contudo, conforme citado anteriormente moléculas orgéanicas
contendo outros atomos também podem existir como radicais podendo
danificar os tecidos. Os ions metéalicos de transi¢cdo também sdo importantes
na producdo de espécies radicalares. Estes possuem a habilidade de mover
seus elétrons, o que é a base para a formagdo e propagagdo da maioria das
reagdes radicalares toxicas'’. A melhor fonte biolégica reconhecida de
radicais livres sdo células fagécitas ativadas. Quando ativas estas células
exibem um aumento marcante no consumo de oxigénio. Existem muitas

outras fontes intracelulares, mas a importancia de cada fonte e a sua desordem

especifica ainda é desconhecida.
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1.3- REACOES CARACTERISTICAS DOS RADICAIS LIVRES:

Existem cinco rea¢des basicas caracteristicas dos radicais livres.

S3o elas:

1. ABSTRACAO DE HIDROGENIO A" + RH —» AH + Rs

2. TRANSFERENCIADEELETRONS X+ + Y —p» X + Y-

X
3. ADICAO X* + RCH=— CHR ——» >ﬂ
R R

4 TERMINACAO At A —> A

5. DISPROPORCIONAMENTO CH3CH; - + CHzCH;. —— CH3CHz + CH;;: —— CHj

Estas reagOes énvolvem moléculas biolégicas como o DNA,
proteinas e lipideos e parecem ocorrer constantemente como uma
conseqiiéncia do ambiente aerébico no qual nés vivemos. As células
desenvolveram uma bateria de defesas para previnir ¢ reparar os danos

associados a mudangas oxidativas para 0 DNA, proteinas e lipideos.
1.4- ORIGEM BIOLOGICA DOS RADICAIS LIVRES:

1.4.1-Quimica do oxigénio:

O elemento oxigénio (O) existe no ar como uma molécula (O,)
conhecida por dioxigénio ou oxigé€nio molecular. Foi isolado e caracterizado
entre anos de 1772 e 1774 por Priestley, Lavosier € Scheele. O oxigénio

molecular apareceu em quantidades significantes na superficie terrestre a
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muito tempo atras, cerca de 2,5 x 10°anos. Evidéncias geologicas sugerem
que seu surgimento foi devido a atividade foto-sintética de micro-organismos
(algas azuis e verdes) através da agdo constante de radiagdo ultravioleta do
sol. Sob estas condi¢des as reagdes quimicas comecaram a produzir
biomoléculas. O aumento lento e gradual da concentragdo de oxigénio foi
acompanhado pela formagcdo da camada de ozdnio na Estratosfera. No
Universo existe predominantemente hidrogénio € hélio € a Terra ¢ o unico
centro conhecido de oxidagdo em um Universo redutor”.

O nitrogénio ¢ o elemento mais abundante na atmosfera (78%) e
o oxigénio é o segundo (21%). Entretanto, a quantidade de oxigénio no ar ¢
negligenciavel quando comparada a sua ocorréncia nas moléculas de agua dos
oceanos, lagos e rios e como parte da reserva mineral da crosta terrestre, onde
ele é sem duvida o elemento mais abundante. Quando a atmosfera da Terra
mudou de um estado altamente redutor para um estado rico em oxigénio,
como nos conhecemos hoje, fez-se necessario a evolugdo de antioxidantes
especializados contra as propriedades toxicas do oxigénio. A vida aerdbica
usa o oxigénio para oxidar substratos ricos em carbono e hidrogénio (comida)
obtendo desta forma energia quimica e calor essencial para a vida.
Infelizmente quando oxidamos moléculas com oxigénio, a molécula de
oxigénio em si mesmo se torna reduzida e formas intermediérias aparecem,

trés das quais sdo radicais livres (equagédo 6-10):
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Oy + ¢ + Y — HO; (Equagio 6)
radical idroperoxila
. + )
HO2 H * O (Equagio 7)

radical superdxido

0 + 2® + ¢ H;On : (Equagio 8)

(Equagdo 9)
"OH + B @— H,0 ‘ | (Equagio 10)

Quando oxigénio € reduzido pelas etapas de adi¢cdo de elétrons
(equagdo 6-9) trés radicais livres (radical hidroperoxila, radical hidroxila e
superdxido) sdo formados juntos com perdxido de hidrogénio (H,0,). No pH
fisiologico (7,4), o radical hidroperdxido(HO,; #) se dissocia dando um radical

anion superoxido(0,)*, segundo equagdo 7.
1.4.2- O anion superdxido:

A quimica dos superéxidos depende do meio ambiente em
solu¢do. Em solugbes aquosas O, € um fraco agente oxidante capaz de oxidar
moléculas tais como acido ascorbico e tiéis. E um 4nion radicalar formado
quando um elétron entra em um dos dois orbitais 2p* do oxigénio. Mas, O, ¢
um agente redutor muito forte capaz de reduzir varios complexos de ferro tal
como citocromo C € EDTA-férrico. Os superoxidos desaparecem rapidamente

do organismo devido a reagdo de dismutagdo (equagdo 11) onde o perdxido de
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hidrogénio ¢ oxigénio sdo formados. Esta reagdo ¢ catalisada por uma enzima
chamada superoxido dismutase (SOD).

%2 + o op EOz + O REACAO DE DISMUTACAO (Equagio 11)

1.4.3- Peroxido de Hidrogénio:

Muitas enzimas produzem H,0, diretamente pela transferéncia
de dois elétrons para o dioxigénio. Per6xido de Hidrogénio € um agente
oxidante fraco e um fraco redutor, relativamente estavel na auséncia de ions
metalicos de transi¢io. Rapidamente se mistura com a agua e difunde-se
através das membranas celulares. A decomposi¢do do H,O,, catalisada por

ions metalicos e outras reagdes, levam a formagfo de radicais livres HO," e

*OH, os quais s30 os mais importantes.

1.4.4- Radicais Hidroxila:

O radical hidroxila é o maior produto resultante da rea¢do de
ionizagdo de alta energia da agua.( equagdo.12)

HO —— 'OH + H + Eag + HOp ( Equaggo12)

O radical *OH ¢ um oxidante extremamente agressivo que pode
atacar a maioria das moléculas bioldgicas numa velocidade controlada por

difusao.
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1.4.5- Oxigénio singlete:

O oxigénio singlete ndo ¢ um radical livre, pois ndo contém
elétrons desemparelhados. A formagdo de oxigénio singlete € extremamente

importante quando consideramos reagdes fotoquimicas.
1.4.6- Oxidos de Nitrogénio:

O monéxido de nitrogénio (NO) e o didxido de nitrogé€nio( NO,)
possuem numero impar de elétrons e sdo considerados radicais livres,
entretanto, o 6xido nitroso (N;O) ndo €. O didéxido de nitrogénio € um gdas
denso e venenoso e um forte agente oxidante. Ja o NO € um gés incolor € um
fraco agente redutor. Recentemente, o interesse por este 6xido cresceu devido
a ele estar envolvido em muitos processos biologicos*’. O NO pode reagir
com outros radicais livres, como o radicai superéxido, produzindo um

intermediario reativo, o peréxi-nitrito (ONOO")?, segundo a equagio 13.
NO -+ 02 H* +  ONOO (equagdo 13)

O peréxi-nitrito é um poderoso agente oxidante, capaz' de
danificar muitas moléculas bioldgicas e pode decompor-se para liberar radical
hidroxila independente da catalise metalica, como pode ser observado na

equagdo 13. O N,O é um gés incolor usado como anestésico (“gas do riso”).
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1.5- ASPECTOS GERAIS DO RADICAL HIDROXILA:

Os radicais hidroxila estdo implicados na maioria dos fendmenos
biologicos do ponto de vista de suas agdes citoxicas (toxicidade celular).
Podemos listar como ag¢des citotoxicas a danificacdo celular por radiagdo
ionizante e a destrui¢do de microorganismos por fagécitos. Do ponto de vista
benéfico ele é intermediario na biossintese da prostaglantina. Indiretamente, é

um agente protetor contra a peroxidacdo de lipideos mediada por superdxidos.

1.5.1- Aspectos Tedricos da Formacgdo de Radicais Hidroxilas em Sistemas

Biologicos:

A alta reatividade da maioria dos radicais livres faz com que os
mesmos sejam muito dificeis de se detectar. Os radicais hidroxila ndo sdo
observados diretamente em sistemas bioldgicos. Geralmente, sdo inferidos a
partir de certas propriedades oxidativas e da acéo bloqueadora de captadores
de radical hidroxila. A presen¢a de H,O, parece ser uma condi¢do necessaria
para a formagdo de radicais hidroxila in vitro®.

O mecanismo de formagdo de radicais hidroxila em sistemas
biologicos € assunto de muita controvérsia. Para isso € importante uma maior
discussdo. Um mecanismo que alcangou grande aceitagdo foi descrito nos
anos de 1890, por um quimico de Cambridge, é a Reagdo de Fenton™>>**,
onde o peréxido de hidrogénio reage com sais de Fe™ causando prejuizos
oxidativos para moléculas orgénicas, tais como acido tartarico. Esta reagdo ¢

geralmente representada como segue abaixo. (equagdo 14)

H)0; + Fe?t — ©OH + OH + Fe' (Equagdo 14)
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Fe' . H0O —» F* + HO; + H  (Equagho 15)

Reag¢do Global:

Saisde Ferro + 2 HoOp — 2 H0 + (Equagzo 16)

As reagdes 14 e 15 sdo simplificagdes groSseiras da quimica
envolvida, particularmente quando tais reagdes sdo consideradas em sistemas
biologicos. No pH fisiologico (7,4) ions ferroso, Fe (II) na presenca de
oxigénio e de ions fosfato, PO,>, existem somente transitoriamente antes de
se auto-oxidarem ao estado férrico, Fe (III). Neste processo de mudang¢a do
estado ferroso para o estado férrico um elétron ¢ transferido do ferro para o

oxigénio de modo que sejam produzidos superdxidos (equagédo 17).
Felt + O ——= Fe2+Og - Fe3+02' — Fet + 0y (Equacio 17)

I I
Os intermediarios I e II sdo conhecidos como ions perferrﬂ, no
qual o ferro possue estado de oxidagdo V.
Uma segunda reagdo para a formag¢do de radicais ‘OH foi
sugerida por Haber ¢ Weiss em 1934, a partir da interagdo dos radicais

superéxido (O,) com perdxido de hidrogénio, segundo a equagdo 18.

HyOy + O — OH + OH + 0, (Equagio 18)

Esta tltima reagfio gerou muitas controvérsias25-31 devido a sua
baixa velocidade medida por vérios cientistas da area. Contudo, um caminho
para acomodar uma velocidade relativamente lenta para a equagdo 18 seria

considerar o efeito catalitico do ferro. Quelatos férricos e ions férricos sdo
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reduzidos para suas formas ferrosas por superdxidos em uma reagdo mais

rapida, conforme a equagéo 19.
Feot + 0y — Fe&7 + Oo (Equagio 19)

| Walling observou que a geragdo de radicais hidroxila pela reagéo
de Haber-Weiss pode ser acelerada pela presenga de ferro ou quelatos de ferro

224 ou pela presenga de proteinas heme ou outras formas

em sistema in vitro
de ferro nos tecidos. A consideragdo da atividade catalitica do ferro também
esta de acordo com a reagdo de Fenton, pois se pode observar que da soma
das equagdes 14 e 19 resulta a equagdo 18. O resultado global € a
decomposi¢do de H,0, catalisada por ferros presentes nos tecidos e por

radicais superéxido produzindo radicais hidroxila.

1.5.2- Aspectos Prdticos da Formagdo de Radicais Hidroxila em Sistemas

Bioldgicos:

Vérios experimentos comprovam o envolvimento de radicais
hidroxila em processos biolégicos. Como a presenga de “OH ndo pode ser
constatada diretamente no organismo desenvolveram-se métodos indiretos
para a identificagdo dos mesmos. Os principais séo:

Geragdo de etileno a partir do metional (CH;-S-CH,CH,-CHO): Este

método consiste na avaliagdo da quantidade de etileno formada a partir
da equagéo 20.
@)

74
*CH + H3C——S—-—CH2—CH2——C\ ———» CHy—=CHj + outros produtos

H

(Equagio 20)
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A participag@io do *OH na reagdio foi comprovado por Bors ***2

em 1976. Esta reagdo € freqiientemente utilizada para verificar a
eficiéncia de captador de radical hidroxila. Quanto maior a
eficiéncia do captador, menor a quantidade de eteno formada no

processo’.
Oxidagfo da desoxiribose: O método é baseado na oxidagdo da

desoxiribose pelo radical *OH produzido a partir da reagio de

H,0, com Fe(III)-NTA(4cido nitril acético).
1.5.3. Radical Hidroxila como Agente Toxico:

Rerup33, em 1970, provou que a droga aloxano, produto da
oxidacdo do acido dialdrico, destréi as células beta produtoras de insulina do
pancreas, resultando numa forma experimental de diabetes e comprovou a
participagdo do *OH como agente toxico na diabete induzida por aloxano e
outras drogas capazes de reagir com ferro. A eficacia de captadores de radical
hidroxila como agentes antidiabéticos em ratos foi estuada por Cohen® et a/
em 1975 e Heikkila®® et al. em 1974, Podemos citar como captadores
de radicais hidroxila: alcoois alifaticos, dimetilsulfoxido, tiuréia e seus
analogos, catalase, superéxido dismutase. |

Cohen também estudou a participagdo do *OH como agente
citotoxico nos processos neurodegenerativos induzidos pela 6-
hidroxidopamina e 6-aminodopamina®’. Resultados de estudos com
captadores de radical hidroxila tanto in vitro como in vivo comprovaram a
participacdo do radical no processo neurodegenerativo, através da atuagdo nos

terminais nervosos catecolamina no sistema nervoso periférico.
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1.6-MONOXIDO DE NITROGENIO:

O monoxido de nitrogénio, NO ¢ um dos compostos mais
nocivos da atmosfera. E emitido pelos escapamentos dos carros sendo um
poluente ambiental extremamente toxico. Muitos avangos na area de quimica
de coordenagdo dos metais do grupo platina devem-se ao estudo desta
molécula com a finalidade de desenvolver conversores cataliticos de
automoveis. Ha uma década atras o NO era considerado apenas mais uma
molécula toxica, destruidora da camada de oz6nio, suspeita de ser
carcinogénica e precursora da chuva acida. Mas nos Gltimos 5 anos, diversas
linhas de pesquisa estabeleceram a importdncia crucial do NO no corpo
humano. O NO ¢ sintetizado e secretado por um grande numero de células

3738 ¢ esta pequena molécula, em pequenas doses, é benéfica para

mamiferas
o ser humano. Em 1992, muitos cientistas sondaram a atividade do NO no
cérebro, nas artérias, no sistema imunolégico, figado, pancreas, dtero, nervos
periféricos e pulmdes. Constataram que a molécula ¢ essencial para o bom
funcionamento de todos estes orgdos, fato este que fez com que o gas fosse
eleito pela revista Science a molécula do ano*', em 1992. O NO ajuda ainda a
manter a pressdo arterial pela dilatagdo dos vasos sanguineos, € utilizada pelos
fagocitos para oxidar corpos estranhos, € provavelmente o maior mediador
bioquimico na ere¢do peniana, estando intimamente ligado a varias fungdes
das células. Uma caracteristica importante da molécula € sua labilidade que
the permite passar através das membranas celulares por simples difuséo.

O NO ¢ também um componente essencial em muitos processos
fisiologicos, tais como regulagdo de fungdes cardiovasculares, comunicagéo
entre o sistema nervoso central e¢ periférico, mediagdo da defesa contra
microorganismos, € da aprendizagem ¢ memoria de longa duragdo. A

atividade biolégica do NO parece estar relacionada a nitrosilag@o de proteinas

contendo centros metalicos ferro’.
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O NO ¢ um gés incolor solivel em agua a temperatura ambiente
possuindo um par de elétrons desemparelhados sendo formalmente um radical
livre, o qual reage avidamente com outras moléculas. Na presenca de
oxigénio, 0 NO pode desaparecer em poucos segundos depois de se formar,
embora o tempo de meia vida no corpo humano seja desconhecido.

O monoxido de nitrogénio € sintetizado no organismo por uma
enzima denominada 6xido nitrico sintase (NOS), através da oxidagdo da L-
Arginina®*'*", Existem diversas isoformas da NOS, que sio usualmente
classificadas em dois grupos principais. A 6xido nitrico sintase constitutiva
(cNOS) ¢ sintetizada pelas células endoteliais € neuronais. Esta enzima &
dependente da concentragdo intracelular de célcio, e produz NO em pequenas
quantidades, para func¢des delicadas como a neurotransmissdo. A 6xido nitrico
sintase induzida (iNOS) ¢ sintetizada por células como os macrofagos em
resposta a estimulos externos, produzindo NO em quantidades relativamente
maiores para fungdes como a defesa celular”’. O desenvolvimento de drogas
capazes de inibir seletivamente a INOS € um dos campos de trabalho mais
desafiadores para a quimica medicinal’, ¢ um grande avango nesta area foi
recentemente relatado pelo Grupo Biomédico da Johnson Mattey o qual é
responsdvel por uma das maiores contribuicdes na pesquisa €
desenvolvimento de drogas baseada em metais, no campo de drogas inibidor

i-NOS*>#
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1.7- COMPLEXOS DE RUTENIO COMO CAPTADORES DE RADICAIS
LIVRES: |

A utilizagdo crescente de complexos de ruténio, soliveis em
agua, como captadores de NO em sistemas biologicos vem sendo estudada
amplamente pela comunidade cientifica. Estes complexos demonstraram um
valor terapéutico potencial o qual foi estabelecido recentemente %',

A descoberta que o NO esta envolvido em muitas doengas e
disfungdes tém proporcionado um novo foco para pesquisa farmacéutica.
Muitos pesquisadores estdo engajados na investigacdo do uso de inibidores da
enzima oOxido nitrico sintase induzida, mas at¢ o momento com pouco
Sucesso.

O Laboratorio de Eletroquimica e Corrosdo(LEC) e o
Laboratorio de Sintese Inorgénica( LSI) da UFSC, sintetizou dois novos
complexos de ruténio usando como ligantes 4cido 3-piridinacarboxilico (nic,
runic) e acido 4-piridinacarboxilico(i-nic, ruiso)'’2. A presenca de grupos
carboxilicos aumenta significativamente a solubilidade destes complexos em
agua, facilitando a entrada dos mesmos no organismo humano. Resultados
iniciais dos dois novos complexos trans-[RuCly(nic),] € trans-[RuCl,y(i-nic),]
constataram que os mesmos, principalmente o frans-[RuCl,(i-nic),], foram
capazes de inibir as 6xido nitrico sintases e constitutivas induzida com uma
pequena seletividade em favor da constitutiva. Ambos os complexos
mostraram-se possuidores de propriedades analgésicas, antiinfamatorias e
também ndo variavam a pressdo sanguinea quando injetados em ratos >'*".

Este trabalho est4 centrado na sintese e caracterizagdo de um
nOVO complexo desta familia com a finalidade de estabelecer uma relagdo
entre a posicdo e o numero de grupos substituintes no anel piridinico e

atividade de captacdo de radicais livres.
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2.1- Reagentes e solventes :

Os reagentes e solventes empregados nas sinteses foram de grau
de pureza analitico. Os principais reagentes foram: cloreto de ruténio
trihidratado (Aldrich); o ligante piridinico carboxilato, acido 3,5-piridina
dicarboxilico (Aldrich); os solventes, acetona e éter etilico (Grupo Quimica,
Vetec ¢ Quimex). Nas sinteses onde houve necessidade de atmosfera inerte
foi utilizado argénio comercial (White Martins), e as medidas eletroquimicas
e espectroeletroquimicas foram conduzidas em atmosfera inerte cbm o0 auxilio
de a'rgénio ultrapuro, de mesma procedéncia.

Nas medidas espectroscopicas os solventes utilizados foram de
grau espectroscopico e usados sem purificagdo prévia. Os solventes utilizados
nas medidas eletroquimicas € espectroeletroquimicas foram de grau
cromatografico e, quando necessario, purificados de acordo com métodos
descritos na literatura®’. Os eletrolitos suportes usados nos experimentos
eletroquimicos foram utilizados sem purificagdo prévia, apenas foram
mantidos em dessecador durante 24 horas antes de serem empregados. O
eletrolito suporte utilizado para permitir a condutividade i6nica foi perclorato
de litio, LiClO,.

Nas titulagGes potenciométricas os solventes utilizados nas
solugdes foram acetona (Grupo Quimica, Quimex e Vetec), HCI (Quimex) e

KOH (Titrisol- Carlo Erba).
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2.2- INSTRUMENTACAO:

2.2.1- Andlise Elementar:

As medidas de andlise elementar de CHN foram realizadas em

um Analisador Elementar da Perkin-Elmer, modelo 2400.

2.2. 2- Medidas Espectroscdpicas:

Os espectros eletronicos foram obtidos a varios pHs utilizando
uma solu¢do de agua/acetona 1:1. Os meios écidos foram preparados
utilizando HC1 0,1 M e os meios bésicos utilizando KOH O,l M. Os pHs das
solugdes foram medidos utilizando um pHmetro, modelo Cole-Palmer 5986-
60 e os dados coletados por um espectrofotometro HP, modelo 8452A, em
cubetas de caminho dtico de 1,0 cm. Os espectros de Infra-Vermelho foram
obtidos utilizando um espectrofotometro de IR-FAR, modelo Bomem
DA3.16. Para o estudo da regido de infravermelho médio, a amostra foi
finamente compactada em KCl e colocada em um conector de reflectdncia
difusa (COLLETOR, Spectra-Tech Inc.). Os resultados do espectro foram
normalizados com relagdo a KCl puro. Para a regido de Infra-Vermelho
afastado, a amostra foi dispersa em parafina ¢ colocada em um suporte de
aluminio. A resolugdo do eépectro foi ajustada para 4 cm™. O espectro de
RAMAN ressonante foi obtido com o auxilio de um Renishaw Raman
Microscope System 3000 usando uma linha de excitagdo de A = 632,8 nm
com um laser de Nednio-Hélio, modelo Spectra-Physics Model 127 com uma
poténcia constante de 5 mW feitas no Instituto de Quimica da USP, pelo
" professor Norberto Gongalves Sanches. A amostra pulverizada foi colocada

em uma ldmina de microscopio € levemente pressionada.
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Os espectros de RMN 'H e “C foram obtidos em um
equipamento da Brucker AC 200 F, onde as amostras foram dissolvidas em

acetona deuterada.

2.2.3- Sinteses:
2.2.3.1- Azul de Ruténio:

Relatos anteriores **° mostraram que o azul de ruténio ¢ um
excelente precursor e de facil preparag@o na sintese de compostos de formula
geral trans-[RuCly(L)4]. A solugédo de azul de ruténio foi preparada de acordo
com a literatura %1% 1124284 com pequenas modificagdes. Utilizaram-se 260
mg (1.0 mmol) de RuCl,. 3H,0 em 7,0 mL de etanol e 5,0 mL de agua, sob
refluxo brando e agitagdo constante em atmosfera inerte de argdnio durante
aproximadamente 4 horas. A reagdo, inicialmente apresentava coloragdo
amarela, paSsando pelo verde apo6s algum tempo, € finalmente obtendo uma
coloragdo intensa azul no final da reacdo. A formagdo de um espelho nas
paredes do baldo, devido a deposicdo de “clusters” e 6xidos de ruténio, foi
~ um forte indicio que a reagdo ocorreu com sucesso. A solugdo de azul de |
ruténio possui pH acido (1,0 a 2,0) e torna-se insoluvel a medida que o pH da
solug¢do aumenta (acima de pH 7,0). A solugéo deve ser usada logo ap6s o seu
preparo, mas também pode ser armazenada por vérias horas, sob refrigeragdo
e atmosfera inerte de argdénio. As solugdes foram empregadas logo que

preparadas.
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2.2.3.2- Sintese do complexo trans-diclorotetraquis (3,5-dicarboxipiridina)

ruténio (II):

Logo apds a formagdo do azul de ruténio foi adicionada a esta
solugdo 984mg (8m.mol) de acido 3,5- dicarboxilico piridina e o sistema de
reagdio mantido sob atmosfera inerte de argdnio, sob forte agitagdo magnética
durante cerca de 60 minutos. O progresso da reagfo foi monitorado por
Cromatografia de Camada Delgada (CCD) e Espectroscopia de UV-Vis. A
solu¢do, inicialmente azul, apés 10 minutos de reacdo, apresentou uma
colora¢do verde até o aparecimento de uma coloracdo amarela alaranjada.
ApOs esta etapa da reagdo, o meio reacional foi resfriado por 12 horas sob
atmosfera inerte e depois filtrado para eliminar o excesso de ligante. O
filtrado foi entdo rinsado duas vezes com 5 mL de acetona.
Subseqiientemente, foi transferido para um funil de separagéo e extraido com
éter etilico. A solubilidade do complexo pode ser aumentada na fase etérea
adicionando-se 10 mL de acetona, aumentando desta maneira a eficiéncia da
extragdo. Foram adicionadas também, algumas gotas de metanol (2 mL) na
primeira etapa da extragdo. A fase organica foi concentrada sob vacuo com
auxilio de um rota-evaporador € um sélido amarelo alaranjado foi obtido. O
complexo foi recristalizado em &gua/acetona 1:1,5 (25,0 mL), incluindo 2mL
de metanol. O sélido obtido ¢ soluvel em acetona e éter etilico. O rendimento
da reacgfio é cerca de 57,2% baseado no composto de partida RuCl,. 3H,O.
Anal. (calc. %) para o composto: C% 40.0 (39.86), H: 2.40 % (2.96), N: 6.66
% (6.20). |
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2.2.4- Medidas eletroquimicas:

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um
Potenciostato/Galvanostato da EG&G-PAR, modelo 273A, com interface
para um microcomputador IBM-PC/AT-486, via cartdo de interface General
Purposes Interface Board (GPIB) da National Instruments Co. Os resultados
obtidos foram tratados com o auxilio do “Programa Computacional M 270"
da PAR versdo 4,0. A célula eletroquimica usada foi do tipo convencional,
com capacidade de 20 mL, constituida de trés eletrodos. O primeiro, 0
eletrodo de trabalho de carbono vitreo (4rea geométrica de 0,115 cm?); o
segundo, como eletrodo auxiliar, foi utilizado uma placa de platina; e o
terceiro, como eletrodo de referéncia, um fio de prata imerso em uma solugéo
0,1 M de nitrato de prata em acetonitrila, isolado por uma membrana de
“Vycor”. Todos os dados foram obtidos a temperatura ambiente.

As medidas eletroquimicas foram feitas empregando uma mistura
de solvente agua/acetona 1:1 (v/v) e perclorato de litio como eletrdlito
suporte. Os meios acidos foram preparados utilizando-se HC1O4, enquanto os
meios basicos foram preparados com KOH. Os pHs foram ajustados a partir
de um eletrodo previamente calibrado, acoplado a um pHmetro, modelo
Analyser pH 500, inserido na célula eletroquimica até a sua estabilizagdo. O
pH do sistema foi rigorosamente controlado, e variagdes do mesmo no
decorrer do experimento foram compensadas através da adi¢do de solugdes

acidas e basicas.
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2.2.5- Medidas Espectroeletroquimicas:

2.2.5.1-Descrig¢do Geral:

Foi desenvolvidos em nosso laboratério um sistema com a
finalidade de coletar dados das medidas espectroeletroquimicas constituido de
dois modulos®. O primeiro conjunto é formado por um eletrodo de camada
delgada, formada por um vidro revestido por 6xido de indio dopado por
estanho e uma minitela de ouro, de ficil limpeza e que permite contacto
elétrico firme e seguro com o potenciostato. O segundo constituido por uma
célula eletroquimica tipo monobloco de teflon, de facil encaixe no porta
cubetas de um espectrofotdmetro que também serve de suporte para o
primeiro conjunto, o eletrodo de camada delgada transparente. O sistema foi
desenvolvido para um espectrofotometro da Hewlett Packard, modelo 8452A,
mas também pode ser facilmente adaptado a qualquer outro modelo.

As minitelas de ouro (500 linhas por polegada) foram obtidas na
empresa Buckbee Mears Co., St. Paul, Minesota. Estas foram lavadas
previamente, segundo processo de lavagem descrito a seguir. As minitelas
foram imersas 24 horas em uma solugdo de HCI 0,1 M. Logo ap6s foram
deixadas em agua de grau ultra puro (Milipore) por 1,0 hora, lavadas com
acetona P.A. e secas no secador com corrente de ar quente.

As laminas de vidro condutor foram lavadas por imersdo durante
24 horas em solugdo detergente Extran MA2 neutro da Merk (5 %) e
enxaguadas com égué destilada. Subseqiientemente, foram colocadas no
ultrassorﬁ durante 5 minutos de molho em agua de grau ultrapuro (Milipore),
e apoOs também foram deixadas de molho em acetona P.A. (5 minutos) € secas
no secador sob corrente de ar quente. Estes vidros possuem uma das faces

revestidas com oxido de indio € dopadas por estanho adquirido da Donely
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Corporation. Tanto as ldminas de vidro quanto as minitelas de vidro foram
manuseadas com luvas cirirgicas apds o processo de lavagem.

As medidas espectrofotémetricas foram realizadas com o auxilio
de um espectrofotdmetro HP 8452A. Os potenciais foram gerados por um
bipotenciostato da Pine Instrument Company, modelo RDE4, escolhido pela
facilidade de manuseio. Foi utilizado como eletrodo auxiliar uma placa de |
platina, o eletrodo de referéncia, Ag/AgNO; e eletrolito suporte, perclorato de
litio 0,1 M. |

/

2.2.5.2- Descrigcdo da Célula:

A Figura 1 mostra a célula eletroquimica de teflon seccionada
transversalmente. A finalidade desta parte do sistema € servir como suporte
do eletrodo de camada delgada opticamente transparente. A tampa de teflon
possui orificios para a colocégﬁo do eletrodo auxiliar, do eletrodo de
referéncia, para a entrada e saida de gas e o orificio para o eletrodo de camada
delgada transparente. Possui formato cilindrico, o qual encaixa-se sobre uma
base, também de teflon, adaptdvel ao porta cubetas do espectrofotdmetro,
tendo capacidade de 20 mL. A Figura 2 mostra o esquema do eletrodo de
camada delgada opticamente transparente, vista transversal (A) e vista frontal
(B). A utilizagdo da minitela de ouro € opcional. Seu uso dependera da
finalidade entre a espécie eletroativa e a superficie do eletrodo. No caso de
termos uma substincia eletroativa com boa intera¢do com a superficie do
eletrodo, a utilizagdo da minitela de ouro ndo se faz necessaria. Se a espécie
eletroativa ndo apresentar interagdo com o vidro condutor revestido, com uma
das faces revestidas com 6xido de indio e dopadas por estanho, ¢ fundamental
0 uso da minitela de ouro. Deve ser feito um teste com a finalidade de
determinar a necessidade de seu uso ou ndo. Se for empregada, deve ser

recortada e colocada sobre a face condutora de uma das placas na altura do
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feixe otico do espectrofotometro. Entdo, as 1dminas de vidro condutor devem
ser sobrepostas uma sobre a outra, na forma de “sanduiche”, com as duas
faces condutoras voltadas para o interior. Utilizou-se como espagador entre as
ldminas, duas tiras do papel indicador (Merck) colocadas nas extremidades.
Com o auxilio de uma fita de teflon (marca Vedarosca) as duas placas do
vidro condutor foram pressionadas € amarradas. Esta operacdo ¢ executada de
forma mais segura se for realizada com a ajuda de outra pessoa. Na montagem
deste sistema ¢ recomendado o uso de luvas cirirgicas. Primeiramente,
coloca-se o eletrodo de camada delgada opticamente transparente na fenda
apropriada, logo apds coloca-se a solugdo o qual subira lentamente por
capilaridade a um nivel superior ao do feixe Optico. O potenciostato €
acoplado ao sistema através de uma garra em uma das placas de vidro

condutor o qual € aproxidamente 50 mm mais alta que a outra.

—— 200

A B

Figura 1: Célula eletroquimica: suporte para o Eletrodo de Camada Delgada Opticamente Transparente. (A)
Vista frontal do conjunto da célula (a) Tampa (b) copo (c) cavidade com a solugdo (d) eletrodo opticamente
transparente de camada delgada (e) atadura com a fita de teflon (B) Vista superior da tampa (f) fenda para
introdugdo do eletrodo de trabalho (g) entrada e saida de gas (h) orificio para a introdugio do contra-eletrodo
(i) orificio para a introdugio de o eletrodo auxiliar.
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(@)

(b)

©

(d)

(e)

A
T —o

Figura 2: Eletrodo Opticamente Transparente de Camada Delgada (A) Vista lateral (a) vidro condutor com
dimensio diferenciada para o contacto elétrico (b) atadura de teflon (¢) minitela de ouro (d) filme de 6xido de
indio dopado por estanho (e) espagador de teflon (suporte de indicador de pH)

2.2.6- Titulacdo Potenciométrica:

Os experimentos de titulagdo potenciométrica foram conduzidos
numa célula convencional termostatizada a 25°C, acoplada a um eletrodo de
vidro ¢ um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl. A célula foi mantida sob
atmosfera inerte de nitrogénio purificado com uma solu¢do de KOH para
remover tragos de CO,”. As medidas de pH foram efetuadas em um pHmetro
Analyser pH 500. A bureta foi do tipo pistdo, com capacidade de 10 mL. Os
eletrodos foram calibrados com solugdes padrdes de HCl e KOH, através da
leitura direta de —log[H']). A amostra de 0,05 mmol do complexo trans-
[RuCly(dinic),] foi diluida em 50 mL de uma soluc;'éo agua/acetona 1:1
diretamente na célula termostatizada. A solu¢do foi mantida com forca iGnica
de 0,1 M pela adi¢do de KCl. A solugdo experimental foi titulada com uma

solu¢do de KOH 0,0953 M, isenta de carbonatos, previamente padronizada a
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partir do padrédo primério ftalato acido de potassio. A quantidade de carbonato
foi determinada experimentalmente através de metodologia descrita na
literatura® para quatro titulagdes acido-base uma vez que o sistema deve ser
isento de carbonato (sistemas aquosos, maximo aceito ~ 2,0 %).

As diferentes constantes de protonagdo das diversas espécies
possiveis do complexo foram determinadas com o auxilio do algoritifno
computacional BEST 7.

Experimentos também foram realizados na tentativa de
determinar a possibilidade de coordenagio do complexo estudado a ions Ca**
através dos grupos carboxilato. A amostra de 0,05mmol do complexo frans-
[RuCly(dinic),] foi diluida em 50 mL de uma solugdo &gua/acetona 1:1
diretamente na célula termostatizada, a qual foram adicionados 5 mL de uma
solugdo 0,00917 M de CaCl,, também em agua/acetona 1:1, de forma que a
propor¢do complexo/metal fosse 1:1. Adicionou-se também ao sistema 5 mL
de HCI 0,1013 M, de forma a garantir a total protonagdo dos grupos

carboxilato no inicio do experimento.

2.3- PROPRIEDADES BIOLOGICAS:
2.3.1- Efeitos Antinociceptivos em Testes de Formalina:

Este teste foi descrito previamente na literatura por Beirith*’ -et
al. ¢ Vaz* et al.. Basicamente, uma solugdo de formalina 2,5 % feita em
solucdo de tampdo fosfato, foi injetada subcutaneamente (s.c.) sobre a
superficie da pata dianteira direita do animal. Apés 30 min. os animais (ratos)
* foram tratados com o complexo trans-[RuCly(dinic),] ( 11,9-71,4 p.mol.Kg™,
1.p.= intraperitonealmente). A primeira fase de resposta nociceptiva da

forma_l_ina induzida normalmente apareceu 0-5 min. depois da inje¢do da
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formalina e a Gltima fase 15-30 min. depois da formalina representando a

resposta de dor neurogénica e inflamatéria, respectivamente.

2.3.2- Producgdo e Detec¢do de Radicais Hidroxila (OH ):

Este método ¢ baseado na oxidagdo ‘da desoxiribose pela
produg¢do de OH" a partir da reagdo do perdxido de hidrogénio com Fe (III)-
NTA(4cido nitril acético). O método foi adaptado por Gutteridge e
Halliwell*, em 1988 e Nishida™ et al. em 1991.

2.3.3- Teste de Citocixidade:

Magroéfagos, foram incubados por 2 horas com o complexo trans-
[RuCl2(dinic),] acima de 500 uM realizados por Beirith ef al. em 1998. A
viabilidade da célula foi checada, observando a respiragdo da célula para
redu¢do do MIT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)—2,5-dipheny1tetrazolimn
bromide] para formazan®'.

Todos os testes bioldgicos foram realizados pelo Departamento
de Ciéncias Fisioldgicas - Biofisica da UFSC o qual participam a professora
Ténia Beatriz Creczynki-Pasa € o aluno Vilson Ramon Bonetti e pelo
Departamento de Farmacologia da UFSC o qual participam o professor Jodo

Batista Calixto e a aluna Alessandra Beirith.
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3.1- Espectroscopia Eletronica:

O complexo obtido, trans-[RuCly(dinic)s], de férmula geral
trans-[RuCly(L)4], faz parte de uma série onde o nosso grupo de pesquisa
estuda profundamente todas as propriedades e caracteristicas destes

complexos.
O comportamento espectral deste complexo € semelhante a

compostos de formulas similares existentes na literatura, tais como frans-
[RuClz(py)4]6, trans-[RuClz(pmp)4]l°’ll, trans-[RuClz(vpy)“]7 e trans-
[RuCly(L)s]"%, onde L= 3-4cido piridina carboxilico e 4-piridina carboxilico.
Observou-se uma interdependéncia similar entre os valores Ay € pH para os
complexos trans-[RuCly(nic)s] e trans-[RuClL(i-nic)s]'2. O complexo
estudado frans-[RuCly(dinic)s]"’ apresentou apenas uma banda na regido do
visivel no sistema binario dgua/acetona (1:1). Poddar’® observou estas bandas
em compostos correlatos como trans-[RuCly(py)s], apesar das diferengas do
solvente empregado. As transigdes eletrénicas s30 do mesmo tipo, 'Ajg—> ‘T,
e 'A1;—'T1, que correspondem a uma banda de transferéncia de carga metal
ligante (banda MLCT). Poddar’* ainda relatou mais duas transi¢des situadas
no intervalo entre 600 ¢ 700 nm o qual ndo foram observadas para este
complexo, mesmo em espectros realizados em outros solventes € em diversas
concentragoes.

Este complexo apresentou espectros eletrénicos semelhantes entre os
demais da série e entre os complexos de formula geral frans-
[RuClL(L),]"**">8 O complexo trans-[RuCly(dinic)s] apresentou uma
banda localizada em 415+1,0 nm (¢ = 7143,50 + 1,0 L.mol™") em pH 3,00.
B Quando o pH foi aumentado para pH 6,00, houve um gradual deslocamento

hipsocrémico, com Apms em 404,50 = 1,0 nm (e = 7749,50 £ 1,0 L.mol'l) até
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alcant;ar um deslocamento maximo em pH 12,00, com A em 401,50 £ 1,0
nm (¢ = 7749,50 = 1,0 L.mol"). A principal observagdo feita para os
complexos apresentando grupos carboxilatos como ligante foi- a

interdependéncia entre 0 Ams € a variagdo do pH foi o deslocamento que as

bandas sofreram em virtude da mudanga destes. Esta interdependéncia pode

ser explicada em termos de desprotonagdo dos grupos carboxilicos e do efeito
da densidade eletronica do anel piridinico. O desprotonamento dos grupos

carboxilato induz uma maior carga residual negativa no atomo de nitrogénio

piridinico, e conseqiientemente aumento da energia de estabilizagdo do campo

cristalino do centro metalico, dificultando a transferéncia de carga metal
ligante (MLCT) levando a ocorrer em mator energia. Na tabela 1 s@o
mostrados espectros eletronicos UV-VIS para varios complexos sintetisados

em nosso grupo de trabalho.

Tabela 1: Eletroquimica ,espectroscopia UV-Vis e parimetros de equilibrio para varios
complexos de formula geral trans-[RuCly(L)4]".

PKa K.

COMPLEXO Ein (mV)®  AEp mv) (Ligante) (Ligante) Age (nm)  Refl
trans-RuCly(nic)s 50.3° 84.4 4.85 14x10°  399.7° 12
trans-RuCly(i-nic)s 66.2° 83.0 496  1.1x10°  4455° 12
trans-RuCly(dinic)s 66.4° 134.18 280  1.6x10°  4155° 13
trans-RuCl(vpy)s -103.5 84.61 ; 4460 7
trans-RuCly(pmp)s 308.0 - - 404.0 10,11

a) x= ligantes derivados da piridina b) vs. Ag/AgCl at 100 mV.sT;c)atpH=4.42;d)at pH=3.0

3.2- Espectroscopia Vibracional:

As freqiéncias vibracionais do complexo estudado sdo

mostrados na tabela 1 na tentativa de atribuir o tipo de simetria possivel para_



Biblioteca Universitariz -9
C . 14
UFSC pyt

Resultados e Discussd@o 33

este composto. Os espectros de Infravermelho e Raman (figura 3) mostraram

5 o~
33435 As suas regides de

muitas bandas atribuidas ao ligante coordenado
baixa freqiiéncia sdo similares a compostos ja existentes na literatura como
trans-[RuCly(py)s]’, o qual ¢ indicativo que parte do ligante assume
estereoquimica frans. Os modos vibracionais devido a ligagdo Ru-py € Ru-Cl
sdo esperados na regido de baixa frequéncia®. De outro lado, os ligantes
volumosos meta-substituidos poderiam impor um significativo impedimento
estérico o qual reduziria a simetria efetiva de Dy, para D, sendo que a regra de
exclusdo mutua ndo seria aplicada. Mas, uma inspe¢do muito cuidadosa do
espectro Raman e do Infravermelho mostrou que isto ndo € verdade, desde
que muito poucas bandas coincidentes foram vistas, devido a um fraco

acoplamento entre as unidades do ligante.

Tabela 2: Frequéncias Vibracionais do composto, com tentativa de atribuigdo. Os numeros
de vibragdo de Wilson é dado entre os parenteses.

RAMAN IR ASSIGNMENT

115(f) - modo de vibragdo angular do esqueleto
-—- 134(f) modo de vibragdo angular do esqueleto
--- 169(m) modo de vibragdo angular do esqueleto
--- 179(0) modo de vibrag:ﬁo angular do esqueleto

181(f) : - modo de vibragdo angular do esqueleto
--- 214(m) modo de vibragfo angular do esqueleto

231(m) -- estiramento .Ru-py

265(m) --- * estiramento .Ru-py

288(f) ' --- estiramento .Ru-Cl

--- 292(m) estiramento .Ru-py

Q. 316(f) estiramento .Ru-Cl
--- _ 482(f) deformag@o do anel py fa..
492(m.f) - deformagfo do anel py fa..
--- 513(m) deformag@o do anel py fa..
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--- 578(m)
657(f) -

- 663(F)
677(m) -

-- 682(F)

--- 750(F)
783(m) ---

--- 795(0)

- 903(f)
--- 926(m)
--- 956(f)

958(f) ---
1031(F) -

-- 1032(m)

--- 1107(F)
1116(F) ---

--- 1172(0)

1186(m) -
--- 1225(F,a)

1253(m.f.) ---

1294(f) ---

--- 1303(m)
1372(f) -

- 1385(F)

- 1436(m)
1446(f) -

- 1595(m)
1599(F) ’ ---
1720(f) ---

--- 1727(m.F.)

deformagio do anel py fa..
py 8(CH)

py 8(CH)

py 3(CH)

py 3(CH)

py 8(CH)

py 8(CH)

py 3(CH)

3(OH) fa.

8(OH) fa.

3(OH) fa..

&5(OH) faa.

respiragdo anel py
respira¢do anel py
respiragdo anel py
respiragdo anel py

v(C-0)

v(C-0)

v(C-0)

v(C-O)+ 5(OH)

v(C-O)+ 8(OH)

v(C-O)+ §(OH) |
v(C-O)+ 8(OH)

v(C-O)+ 8(OH)

v(C-O)+ d5(OH)

v(C-0O)+ 8(OH)
estiramentov(C=C)anel py
py ring v(C=C) estiramento
v(C=0)

v(C=0)

Abreviacdes: n.p. = no plano; f.a.= fora do plano; f = fraco; F = forte; m.f. = muito fraco;
m.= médio; 0 = ombro; a = alargamento, m.F.= muito forte.
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Analisando o espectro de Infravermelho médio, as bandas mais
evidentes sdo devido aos grupos carboxilicos existentes no complexo e¢ a
deforma¢do CH do anel piridinico. Considerando ap'enas 0 carogo central
MX, o esquema 1 retrata uma previsdo do numero de modos e suas

atividades:

Esquema 1: Raman e IR - Previsdes possiveis para trés tipos de simetria

On Dun Coy

vi | vIMXY) |[AigR) |AR) Ay (R,IR)

v: | vIMXY) |Es®R) |Ag®+B®R) |2A RIR)

vi | v(IMXY) |[Fun(R) |An(R)IFE.(IR) | AI(RIR)}*B; (RIR)*B: (R,IR)

vy | S(MXY) Fiu (IR) Ay (IR)+E, (IR) A; (RIR)+B; (R,IR)+B;, (R,IR)

vs | S(MXY) |Fg(R) | By (RFE(R) Az (R)*B:1 (R,IR)+B2 (R,IR)

ve | d(MXY) |Fau(R) [ Ba (in)tE, (IR) A1 (RIR)*B; (R,IR)+B; (R,IR)

Sumarizando o esquema niimero 1, teremos:

Esquema 2- Previsio das bandas de IR e RAMAN:

estiramento: Raman |2 |3 (6
IR 1 |2 |6
péndulo: Raman 2 |2 |9
IR 1 |3 |8
total : Raman 4 |5 |15
IR 2 |5 |14

\‘
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Figura 3:a Espectro de RAMAN do complexo trans-[RuCl,(dinic)s] b. Espectro de IR-
FAR do ligante livre ¢. Espectro de IR- MID do ligante livre

De acordo com o esquema 2 , a geometria do complexo € trans (Day),

uma vez que existe um numero reduzido de bandas aliada a auséncia de
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bandas coincidentes, quando comparadas a um grande ntimero bandas largas

requeridas para satisfazer a geometria cis (C,y).
3.3- Espectroscopia de RMN de 'H e Be:

O espectro de RMN 'H do complexo trans-[RuCly(dinic),]
(figura 4) apresentou os seguintes picos caracteristicos. A integrac¢do relativa
dos picos revela a presenca de um pr(')ton na posicdo y do anel piridinico, com
o 8,8 ppm (1H, t) junto com os prdétons na posicdo 1 e 6, com 3 9,5 ppm
(2H,d). Nenhuma mudanga significativa ocorre nas posi¢des dos picos de
RMN de 'H apés a coordenagio ao ruténio. Além do mais, o pico
correspondente ao atomo de hidrogénio nas vizinhang¢as do heteroatomo, o
nitrogénio, ndo sofre desdobramento. Esta caracteristica ¢ tipica de geometria
trans-, ao invés de geometria cis->'°. O aspecto do perfil do RMN de 'H, com
dois sinais de propor¢do de intensidade 2:1, poderia também ser um
argumento para explicar a geometria do complexo.
O espectro de “C (figura 5) retrata quatro sinais distintos,
0 primeiro em 127,9 ppm, o segundo em 137,3 ppm, o terceiro em 1625 ¢ o

quarto em 164,7 ppm.
Ambos os espectros de RMN de 'H e de BC confirmam os

resultados obtidos pela espectroscopia Raman e FT-IR , garantindo uma

indicagdo mais evidente da geometria frans- do complexo estudado.
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Figura 4: Espectro de RMN de 'H
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3.4- Estudos Eletroquimicos:

0 compiexo estudado trans-[RuCly(dinic),] foi submetido a um
estudo eletroquimico a 3 valores de pH distintos. As medidas eletroquimiéas
foram realizadas utilizando como solvente uma mistura de acetona/agua 1:1
v/v. Como eletrélito suporte foi empregado perclorato de litio. Os meios
acidos foram preparados usando 4cido perclorico e os meios basicos foram
preparados com hidréxido de potassio. Os valores de pH foram obtidos a
partir de eletrodos previamente calibrados inseridos numa c€lula
eletroquimica. Voltamogramas tipicos foram coletados a uma velocidade de
100mV.s"' a varios pHs (figura 6) revelando a presenga de somente um
processo redox , centrado no atomo de ruténio, associado a transferéncia de
um unico elétron entre os estados reduzidos e oxidados do complexo trans-
[RuCl,(dinic),]****. Este resultado esta de acordo com o grafico de
distiibuig:ﬁo das espécies realizado pela técnica de titulagdo potenciométrica a
ser descrito posteriormente, uma vez que somente uma espécie foi encontrada
em solugdo na variagdo de pH trabalhado. |

Observa-se a partir da figura 7 que E;» do complexo desloca-se
para potenciais catédicos & medida que o pH do meio aumenta. Isto pode ser o
resultado da mudanga da energia de estabilizagdo do campo cristalino do
centro .metélico do complexo em fungdo do aumento de carga residual

negativa nos grupos carboxilato devido a desprotonagdo dos mesmos.
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Figura 6: Voltamogramas Ciclicos para o complexo trans-[RuCl,(dinic)]
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Figura 7: E 1, vs pH para o complexo trans-[RuCly(dinic),] solvente dgua/acetona 1:1;

eletrdlito, 0,1 M LiClOs ; eletrodo de trabalho, carbono vitreo; s.r=100mV.s™.
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A medida que aumentamos o pH, a curva de i, vs (velocidade de
varredura)”® nfio foi muito linear, desde que muitas espécies, cada uma
influenciada pelo seu proprio coeficiente linear comegou a afetar o processo.
O grafico de AEp vs pH retratou um formato de sino, o qual pode ser
atribuido a variagdo de condutividade do meio reacional com o nimero de
espécies presentes em solugdo aumenta. Esta hipotese foi confirmada pelo
fato de que a valores menores que 3,5 depHea valoreé maiores que 6,0, onde
apenas uma espécie esta presente, o valor de AEp ndo foi influenciado pelo
pH. O pH ndo afetou apenas somente o espectro eletronico, mas também E,
(figura 7), o qual deslocou para potenciais catddicos (potenciais negativos) a
medida que o pH foi aumentado. Este fato também estd de acordo com a
comportamento previamente reportado para os complexos trans-[RuCly(nic),]
e trans-[RuCly(i-nic),] 2. |

Os dados eletroquimicos desta familia de complexos séo
sumarizados na tabela 3. Na tabela 1 também mostramos os potenciais redox

correspondendo a complexos similares sintetizados em nosso grupo de

pesquisa.
3.5- Estudos Espectroeletroquimicos:

O complexo foi submetido a analise espectroeletroquimica a 3
valores distintos de pH. Independentemente do valor de pH trabalhado, notou-
se que a banda de absor¢do desapareceu completamente apds processo de
oxida¢do. Entretanto, nenhuma outra banda apareceu, como era esperado, a
partir de complexos previamente analizados'?. O desaparecimento da banda ¢
condizente com a sua natureza MLCT, confirmada pela espectroscopia
eletronica, ja que apos a oxidagdo a transi¢do M—L ndo ¢ mais possivel. Na

figura 8 ilustramos o processo de oxidagdo a um valor de pH de 5,61.
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Tabela 3: Dados de Voltametria ciclica para o primeiro processo de oxidagdo do complexo
trans-RuCl,(dinic)s (dgua/acetona 1:1, 25°C). Dados para varios valores de pH utilizando
um eletrodo de Pt a 100mV.s™' de velocidade de varredura.

pH Eyz (mV)* AEp (mV) Ipa/Ipc
1.85 193.85 80.10 0.959
2.08 193.65 82.90 0.957
2.51 193.40 8340 1.05
3.08 184.65 86.70 ) 0.965
3.52 181.15 86.90 0.934
3.99 130.07 109.87 1.01
4.44 66.40 134.18 0.992
478 7.56 142.95 1.01
5.55 50.09 143.83 -
5.84 -62.65 98.50 -
6.69 -68.90 95.80 -
7.14 -70.00 105.00 1.02
8.21 -71.00 92.60 0.981

a — Eletrodo de referéncia Ag/Ag’ at 100 mV.s™

Absorbéncia

300 400 500 600 700

iComprimento de Onda (nm)

Figura 8: Curvas de Espectroeletroquimica para o cdmplexo trans-[RuCl,(dinic),]
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A presenga de um ponto isobéstico a 330 nm sugere a auséncia
de qualquer espécie intermedidria entre trans-[RuCly(dinic)s]° e trans-
[RuCly(dinic)s]". Este comportamento ¢ similar a outros complexos
sintetizados em nosso laboratério, o complexo trans-[RuCh(vpy).]’, o .
complexo trans-[RuCI2(pmp)4]'*'!, o complexo trans-[RuCly(nic)s]e o trans-
[RuCly(i-nic)s] ™. ’

Os espectros foram obtidos quando o potencial aplicado variou de —0,60 a 0,4
V vs. Ag/Ag", utilizando um sistema binario de agua/acetona 1:1 v/v como
solvente e perclorato de litio como eletrolito suporte. O complexo revelou um
alto grau de reversibilidade e estabilidade, j4 que o espectro das espécies
reduzidas foi completamente restaurado a —0,60 V vs. Ag/Ag’ quando
aplicado ao sistema. A curva E,; vs. log[O]/[R] retratou um aspecto sigmoidal
(figura 9) e suas inclinagdes ajustadas dependem do pH estudado. Complexos
previamente estudados'> em nosso grupo de pesquisa ndo revelaram tal
comportamento. Este aspecto sigmoidal da curva est4d provavelmente
associado a presenga de vdrias espécies em solucdo, que estdo de acordo com
a curva de distribui¢do das espécies (figura 8). Cada espécie envolvida teria o
seu préprio grau de protonagdo e seu proprio coeficiente de difusdo. Os
valores de Eyp , foram calculados a partir de pontos de intersec¢do da curva,

compativeis com os resultados obtidos por voltametria ciclica.
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Figura 9: Grafico de Eplicado Vs. Log[O]/[R] para o complexo frans-[RuCly(dinic)4]

3.6- Titulacdo Potenciométrica:

A titulagdo potenciométrica do complexo frans-[RuCly(dinic),]
foi realizada em um sistema binario 4gua/acetona 1:1 empregando-se uma
solu¢do de KOH 0,1M como agente titulante. Utilizando este mesmo sistema
foi também calculado o pK,, = +15,36, uma vez que o sistema empregado
foi bindrio dgua/acetona 1:1, através de um programa computacional’’ BEST
7 empregando linguagem FORTRAN. Este programa possue a finalidade de
minimizar os desvibs padrdes do ajuste entre todos os valores de pH
observados e calculados na curva de titulagdo potenciométrica. A equagdo 21

- representa as protonagdes do complexo, onde L*® representa o trans-

[RuCly(dinic)s]* L®).
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n
H + HoiC «fimH,c gxi= 100Gl
[Haa1C][H']

(Equacgdo 21)
Os valores das constantes de protonagdo ¢ de estabilidade das
possiveis espécies formadas no meio, na presenga de ions Ca* sio listadas na
tabela 4.
A curva de distribuicdo das espécies do complexo trans-
[RuCl,(dinic)4] na presenga de ions calcio esta ilustrado na figura 10.
Considerando-se o ligante na auséncia de Ca’*, fomos capazes de
detectar a formacgdo de oito espécies diferentes distribuidas conforme a tabela
4 ¢ a figura 10. Em pH 2,0 existe apenas a espécie octaprotonada com %
maxima de 97,7. Entre o pH 2,0 e 8,7 existem diversas espécies coexistindo
em equilibrio na solug@o. A espécie heptaprotonada tem um maximo de 28,3
% no pH de 5,7. A espécie hexaprotonada tem um maximo de 13,2 % no pH
de 5,2. A espécie pentaprotonada tem um maximo de 18,3 % no pH de 4,8. A
espécie tetraprotonada tem um maximo de 24,1 % no pH de 4,5. A espécie
triprotonada tem um maximo de 25,5 % no pH de 4,2. A espécie diprotonada
tem um maximo de 37,2 % no pH de 4,0. E a espécie monoprotonada tem um
maximo de 34,5 % no pH de 3,6. Estes resultados estdo de acordo com o
aspecto sigmoidal encontrado nas curvas de E,y; vs. log[OJ[R] dos
experimentos espectroeletroquimicos. Podemos observar que regifio entre 3 e
6 (tabela 4 e figura 10),existem, em cada pH, ao menos quatro espécies com
diferentes graus de protonagdo, € conseqiientemente, com coeficientes
difusionais distitos. Assim, estas espécies difundir-se-§o até o eletrodo de
~ trabalho com diferentes velocidades, e isto pode ser uma das causas dos

desvios de linearidade observados na figura 9.
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Tabela 4: Constantes de protonagio, porcentagem e pH maximos para as espécies geradas
durante a titulagdo do trans-[RuCl2(dinic)4] em presenga de ions Ca™ em um sistema

binario agua acetona (1:1).

K log Ky" Yomix. PHmix

L® 0.000 26,5 8,7
HL7/H'L?® 6,31 28.3 5,7
H,LH HL” 5,08 132 5,2
H;L°/H" H,L*® 513 18,3 4.8
H, L Y/H"H,L? 4,78 24,1 45
HsL3/H" H,L™* 4,40 25,5 4,2
HL 2 /H HsL? 4,28 37,2 4,0
H,L/H HL? 3,78 34,5 3,6
HeL/H" H,L 3,62 97,6 2,0
Ca"? 0.000 99,9 2,0
Cal.®/Ca* L* 4,00 66,1 8.4
CaHL>/H'.CaL® 5,56 18,4 5,6
CaH,L*/H+.CaHL*> 5,46 23,2 5.1
CaH;L*/H+.CaH,L* 4,84 19,8 4,7
Ca(OH)L™H'/CaL* 11,85 45,6 12,0

As espécies complexadas com ions célcio formaram-se a partir
do pH ~ 4,0 (tabela 4, figura 10), sendo elas: CaL*(66,1 %, pH 8,4); CaHL>
(18,4 %, pH 5,6) CatLL* (23,2 %, pH 5,1), CaHsL* (19,8 %, pH 4,7)
Ca(OH)L™ (45,6 %, pH 12,0). A espécie CaOH" ndio foi observada para o

sistema em questo, sendo possivelmente substituida pela espécie Ca(OH)L7‘.

A confirmagdo da coordenagdo dos grupos carboxilato do complexo a ions

" calcio é de grande interesse no estudo do mecanismo de reagles de

transferéncia de elétrons fotoinduzidos.
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Figura 10: Curva de distribui¢do das espécies para o frans-diclorotetraquis( 3,5-
dicarboxipiridina) ruténio (II) em uma solugdo de CaCl, 0,00917 M. Solvente:agua/acetona
(1:1). DL®, 2)HL", 3)H,LE, 4)H:L>, 5)H,LY, 6)HsL®", 7)HeL?, 8)H,L", 9)HsL 10)CaZ*,
11)CaL®, 12) CaHL”, 13) CaH,L*,14) CaH;L~ 15) Ca(OH)L"".

3.7- Propriedades Biologicas:

O complexo estudado nd@o apresentou citotoxidade, isto €, ndo
atacou os tecidos € a membrana celularr Também ndo afetou
significativamente a resposta motora dos animais (ratos) quando colocados
em teste “rota-rod”, e nem afetou a resposta de laténcia em ensaios de “hot-

s 14,47
plate :

Comparando as propriedades biologicas dos complexos da
mesma série, seus analogos trans-[RuCly(nic)s] e trans-[RuCly(i-nic),] >4
somente o complexo trans-[RuCl,(i-nic),] foi capaz de inibir a atividade da

oxido nitrico sintase(NOS), enquanto o complexo trans- [RuCly(dinic),]
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ndo". O complexo trans-[RuCly(dinic),] também ndo mostrou ser capaz de
captar 6xido nitrico e dnion superoxido, eO," (resultados ndo mostrados),
embora seus compostos anadlogos trans-[RuCly(nic)s] e trans-[RuCl,(i-nic)4]
apresentém estas propriedades'*'*",

O complexo trans-[RuCly(dinic),] foi capaz de capturar radicais
hidroxila (OH") (figura 11), embora com menor poténcia (ICso- 10 + 0,1 uM)
que seus analogos trans-[RuCly(nic)s] € ti*ans-[RuC12(i-nic)4]13’14’15 . Esta ¢
uma propriedade muito importante, uma vez que o radical hidroxila é um dos
oxidantes mais agressivos capaz de atacar moléculas bioldgicas. As radicais
hidroxilas sdo o maior produto surgido da ionizagdo de alta energia da agua e

a fonte mais importante € a reagdo de Haber-Weiss? envolvendo radicais O,

c HzOz.

Entretanto, o complexo trans-[RuCly(dinic)s] também mostrou
acdo antinociceptiva, no modelo da formalina, embora com menor poténcia
que seus analogos'**’. A média dos Valores encontrados, relatado no grafico
da figura 12 mostrou IDs;= 41,8 p.molKg' (27,9-62,6 p.molKg™') e 30,6
p.mol Kg’ (22,7-41,2 pn.mol.Kg") para a primeira e ultima fase do teste ,
respectivamente. A inibigdo maxima observada para estes efeitos foi 51 £ 2 e

66 £ 11, respectivamente.
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Figura 11: Efeito do trans-[RuCly(dinic)s] como captador de radical hidroxila. Os
resultados sdo mostrados como percentagem de maxima formagdo de °‘OH.(Em
Absorbancia, 100% = 1,04 + 0,04)
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Figura 12: Efeito do tramns-[RuCly(dinic)s] aplicado intraperitonialmente contra a
(A)primeira e (B)Segunda fase da dor induzida por formalina em ratos. Cada ponto
representa a média + desvio padrdo médio de 5-10 animais. O asterisco denota os niveis de

significancia em relagdo ao grupo controle.
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O grafico da figura 12 foi realizado da seguinte maneira. Os |
animais foram tratados com o complexo (11,9-71,4 p.mol.Kg'l,
intraperitonealmente) 30 min antes da inje¢do de formalina. O tempo total
gasto na lambida da pata foi medido na primeira fase (A) e depois da inje¢do
subplantar da formalina (B). Cada ponto representou a média + desvio padiﬁo
médio de 5-10 animais. O asterisco denota os niveis de significancia quando

comparada ao grupo controle.

Esta familia de complexos de ruténio estudada pelo nosso grupo
provavelmente atua como antinociceptivos por outro mecanismo que ndo a
etapa de Oxido nitrico, uma vez que somente um dos complexos, o trans-
[RuCly(i-nic)s], foi capaz de inibir a 6xido nitrico sintase (constitutiva e
induzida). Possivelmente, este complexo mostrou menor poténcia como
antinoceptivo desde que o mecanismo de a¢do ndo envolve a etapa do éxido
nitrico. Também foi possivel relatar a sua ag¢do antinociceptiva pela
propriedade de captagdo de radicais livres uma vez que, radicais livres sdo
moléculas altamente reativas e estdo freqlientemente presentes em processos
patolégicos. Para esclarecer o mecanismo de a¢do destes complexos serdo
necessarias maiores investigagdes.

Assim sendo, podemos concluir que o incremento de um grupo
carboxilico ndo aumentou a atividade biologica do composto estudado, em
relagdo aos seus andlogos trans-[RuCly(i-nic)s] e trans—[RuCly(nic), 1*%. Estes
resultados, comparados com os observados para os complexos analogos
previamente estudados'®, indicam que a substituigio na posigdo 4 do anel

piridinico parece ser fundamental para a atua¢@o do complexo sobre a NOS.



O complexo trans-[RuCly(dinic)s] foi sintetizado e caracterizado por
analise elementar de CHN, espectroscopia UV-Vis, IR-FAR, Raman, RMN

'H ¢ *C, voltametria ciclica, potenciometria e propriedades biologicas. Os

resultados mostraram um comportamento espectroscopico similar aos
complexos trans-[RuCly(nic)s] e trans-[RuClz(i-m'c)4]12, onde Anx Variou cdm
o grau de protonagdo dos grupos carboxilicos ligados ao anel piridinico. Os
resultados de voltametria ciclica mostraram basicamente uma depehdéncia do
pH, retratando uma forte correlagdo com a curva de distribuigo das espécies.
A comparagdo entre as propriedades bioldgicas do complexo estudado e seus
analogos fornece indicios de que a substitui¢cdo na posi¢do 4 do anel piridinico

deve ser fundamental para a atuagdo destes complexos sobre a NOS.
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