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Resumo

O crémio, em especial no seu estado de‘oxidagﬁo mais elevado, +6, € conhecido
como wm agente mutagénico e carcinogénico. Pretendeu-se com este trabalho estudar
alguns aspectos da quimica do crémio que permitissem esclarecer e contribuir para a

compreensdo dos mecanismos de toxicidade deste elemento.

Assim, nos Capitulos 1 e 2 desta dissertacéo ¢ feita uma revisdo bibliogréfica dos
aspectos da qufmica do cromio e de alguns dos seus redutores, ou potenciais ligandos,

com importincia para o estudo dos seus efeitos bioldgicos.

O trabalho experimental desenvolvido ao longo desta tese visou, essencialmente,
a compreensdo dos aspectos atrds referidos. Assim, o Capitulo 3 descreve a cinética dos
processos de redugiio do Cr(VI) por redutores que contém o grupo tiol. Por diversos
métodos espectroscopicos, foram estudadas as reacgdes de reduciio de Cr(VI) pela
glutationa, pela cisteina e pela penicilamina, este dltimo aminodcido utilizado na
perspectiva de um composto modelo. Aplicaram-se, a estas reac¢Bes de reducdo, novos
métodos de tratamento de dados, nomeadamente no estudo da reacgéio de reducio pela
glutationa, considerado como um processo bifasico, e métodos de cinética rdpida, no
caso das reducBes com a cisteina e a penicilamina. Foi possivel, a partir destes estudos,
identificar ¢ caracterizar os intermedidrios do tipo tioéster formados nestas reaccdes,
assim como estudar a sua cinética de formacio e de decomposicio. Os resultados obtidos
sustentam novos argumentos para a atribui¢fio ou a confirmag¢fo dos respectivos
mecanismos de redugfo. Na tentativa de identificar aspectos estruturais do intermediario
formado na reaccio de reduc@o com a glutationa, foi também usada espectroscopia de
Raman. Os resultados obtidos permitiram alargar a zona de pH fisiolégico algumas
hipéteses anteriormente postas apenas para condigdes de pH mais acidicas. Ainda neste
Capitulo €, também, referida a identificagio de alguns dos produtos finais das referidas

reacgOes de reducio e estudada a cinética da sua formaggo.



O Capitulo 4 descreve as condigdes de sintese e a caracterizagdo de complexos de
Cr(1Il) com cisteina, penicilamina e dcido tiomalico, alguns dos quais preparados pela
primeira vez. Discutem-se, ainda, resultados de estudos da cinética de hidrélise dos dois
primeiros, a qual permitiu determinar as respectivas constantes de hidrélise.
Surpreendentemente, os valores destas titimas sdo anormalmente elevados para
complexos de Cr(lII}), mesmo considerando o cardcter labil de complexos com ligagdes
Cr-S. O comportamento destes compostos em solucéo foi também estudado do ponto de

vista termodinimico, em solugdes nfo aquosas (DMF).

Tendo sido constatados alguns problemas na atribuicio de configuracoes
absolutas a complexos de Cr(Ifi), mesmo com os c¢-aminoicidos mais simples. este
assunto foi revisto e sistematizado no Capitulo 5. Prepararam-se alguns daqueles
complexos, tendo sido sintetizado um complexo novo de Cr(III) com L-valina, cuja
estrutura cristalina foi estabelecida por Raios-X de cristal tinico. A fim de procurar
resolver ambiguidades na interpretagdo de resultados espectroscdpicos sobre aqueles
complexos, nomeadamente em dicroismo circular, aplicou-se, pela primeira vez, a
espectrometria de massa com 1onizagio por bombardeamento com dtomos rapidos, o que

permitiu identificar cinco novas estruturas para este tipo de complexos.

No Capitulo 6 apresentam-se resultados de estudos de interacgiio de compostos de
Cr(IIT) com niicleos celulares extraidos do timo de vitelo. Os resultados obtidos, devido
ao comportamento invulgar em termos de toma experimentado pelos complexos
possuidores de ligacSes Cr-S, abrem novas perspectivas em relagio a interpretacio do
comportamento biolégico deste tipo de complexos. Em particullar, procuraram formular-
se algumas consideragdes sobre o envolvimento de compostos com crémio neste estado

de oxidacfo, nos mecanismos da toxicidade deste elemento.

Finalmente, no Capitulo 7 sdo descritos em detalhe os métodos e as técnicas

experimentais que levaram 2 obten¢fo dos resultados discutidos nos restantes capitulos.



Abstract

1
]

Chromium, in its higher oxidation state +6, is known as a strong mutagenic and
carcinogenic agent. The aim of this thesis is to contribute to a better understanding of the
mechanisms of toxicity of this element, exploring some aspects of the bicinorganic

chemistry of chromium.

Chapters 1 and 2 are a review of some aspects of the chemistry of chromium and
of some of its biological reductants, which may also act as potential ligands after

chromium reduction.

In Chapter, 3 the kinetics of Cr(VI) reduction processes by thiol containing
reductants is described. In particular, reduction reactions of Cr{VI) by glutathione,
cysteine or penicillamine were studied using several spectroscopic techniques. New data
treatment methods were applied to the reduction reaction by glutathione (considering it as
having a biphasic behaviour). Fast kinetic methods were utilised in the Cr(VI} reduction
reactions by cysteine and penicillamine. All these studies allowed the identification and
characterisation of thioester intermediates formed during reduction, as well as their
formation and decomposition kinetics. Results support new arguments in favour of the
attribution of a certain type of mechanism to those reactions. Raman spectroscopy was
applied to study structural aspects of the thicester intermediates, under physiological
conditions. This Chapter deals also with the identification and kinetics of formation of
final Cr(IIl) products obtained from Cr(VI) reduction reactions with cysteine,

penicillamine and glutathione.

Chapter 4 describes the syntheses and the characterisation of Cr(Ilf) complexes
with cysteine, penicillamine and thiomalic acid. Hydrolysis kinetic results for the two
first complexes are discussed. Surprisingly, the hydrolysis rate constants are abnormally
high, even if considering the unusual labile behaviour of Cr(Ill) complexes containing

Cr-S bonds. Their behaviour in an non-aqueous solution (DMF) was also studied.



Because of found contradictions in the attribution of absolute configurations to
Cr(1II) complexes with the simplest aminoacids this subject was reviewed in Chapter 5.
Some of this type complexes were prepared and a new compound with L-valine was
synthesised and its crystal structure determined by single-crystal X-Ray diffraction
methods. Mass spectrometry with ionisation by fast atomm bombardment was applied for
the first time to these Cr(Ill) complexes with a-aminocarboxilic acids, in order to solve
ambiguities in the interpretation of spectroscopic results (DC). Successful resuits allowed

the identification of five new structures, mainly dimeric-type.

In Chapter 6, results from the interaction of Cr(lil) compounds with calf thymus
isolated nucleic are presented. Because of the unusual uptake of the compounds
containing Cr-S bonds, the results obtained open new perspectives into the interpretation
of the mechanisms and of the biological role of chromium compounds in +3 oxidation

state.

In Chapter 7, at last, experimental methods and conditions concerning the results

presented in the previous chapters are described in detail.
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paréntesis); (2) [128]; logK3 ndo ¢ considerado na ref® [ 108]; (3) Ref* [ 108], pg. 73

Tabela 3.1 - Constantes de velocidade de pseudo-primeira (Kopg X 103) para a reacgdo de redugdo de
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Tabela 4.3 - Configuracio electrénica d3: transicdes electronicas e transigdes proibidas (-) ou permitidas
por dipélo magnético para diferentes simetrias; transi¢Bes permitidas com polarizagio ao

longo dos eixos dos xx e vy (1) e com polarzacdo ao longo do eixo dos zz (L) [143,171)

Tabela 4.4 - Compara¢io dos dados espectrais (electrénicos e de dicrofsmo circular) dos ides complexos
[Cr(L-cys)o]™ e [Cr{L-pen)z]~, em solugio aquosa e em DMF; A(nm); e(mol dme em1);

Ag(mol dm3em1); * ombro

Tabela 4.5 - Constantes de velocidade de pseudo 1* ordem, kglyg, para as reacgbes de hidrdlise dcida dos
anides complexos [Cr{L-cys)a] (5.0x10° 3 mol dm"3) e [Cr(D-pen) o] (7.55x107 3 mol dm'3),
com HClOy4, em NaClOy (0.1 mol dm‘3); T=24%C; os resultados apresentados sdo uma
média de 3-5 experiéncias. *CONINFIN: programa de ajuste de resultadas cinéticos; valores

de apf+) calcutados segundo [ 183] (Ver Capitulo 7 - SecgaoB)

Tabela 4.6 - Constantes de velocidade de reacgbes de substituigiio (por moléculas de dgua), para alguns

compostos de coordenagao de Cr(I1I}, possuidores de ligagGes Cr-S; E.L.= este trabatho

Tabela 5.1 - Andlise elementar dos complexos [Cr(l.-ala)3] sintetizados segundo diversos métodos
(detalhes no Capitulo 7 - Seccio C); {a)- % calculadas para {Cr(L-ala)3]; (b)- % calculadas

para [Crp(L-ala) 4{OH)2]. apenas como exercicio de comparagio

Tabela 5.2 - Propriedades espectroscdpicas (DC) do complexo [Cr(L-ala)s]; adaptada de [190]: a)-Sinal e
intensidade das bandas entre paréntesis; b)-Isémero insolivel segundo Minor ez al [175]; ¢)-
Sinal ¢ intensidade (Aep ) segundo Minor et af, Fig. 4 [175]; d)-Asy calculado por mole de
dgtomos de Cr; e)-Especiro obtido imediatamente apds a dissolugdo do composto; f)-Espectro
obtido 30 minutos depois do espectro &), anterior; g)-Isémero solivel segundo Minor et al
[173); h)-Espectro obtido tio rapidamente quanto possivel; i}-Intensidades relativas das
bandas; j)-Espectro obtido em pastilha de KBr; k)-Sélido preparado segundo Gillard et al
(157} 1)-Sélido referente ao isémero insolivel de acordo com Minor et al [175]; m)-Sdlido
preparado segundo Okd er al [184], pelo método do "estado sélido”; n)-Sdlido preparado
segundo Oki et af [134], pelo método “em solucao™ [189]
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Tabela 5.3 - Transi¢bes permitidas por spin, para complexos do tipo d®, ou analogamente para
complexos do tipo d3; *cada uma das transicoes do estado fundamental para estados

triplamente degenerados, em Op, dd origem a...em C3ea.em Cy

Tabela 5.4 - Sinais dos efeitos Cotton (bandas em DC) para cada transi¢io permitida em complexoes de

Co(1IT) do tipo trisquelato
Tabela 5.5 - Compostos obtidos na sintese de complexos de Cr(llI} com L-valina

Tabela 5.6 - [Cr{L-valO-)2(L~valOH)2INO3.6H>O: alguns comprimentos e dngulos de ligagfo, {esfera

de coordenagiio do crdmio) [208]

Tabela 5.7 - Caracteristicas espectroscdpicas do complexo [Cr{l-valO-) 2(L-valOH) 2].NO3.6H» 0O

Tabela 5.8 - Esquemas de fragmentaciio (a partir de espectros de FAB) dos compostos de coordenagio de

Cr(I1I) com L-valina (1), L-isoleucina (2 ¢ 4}, L-leucina (3) e L-alanina

Tabela 5.9 - Métodos de caracterizacio de diferentes estruturas para compostos de Cr(lIl} com o-

aminodcidos

Esquema 5.1 - DesignagBes comuns, equivalentes, para 0s quatro isdmeros Gpticos dos complexos, do
tipo irisquelato, M(aa)3], M = Co(ill) ou CKII); aa = c-aminodcido bidentado; os
simbolos (+) e (-) referem-se ao sinal da banda dominante, na regifio visfvel, em DC
[173,185]; as cores dos diferentes isémeros sio semelthanies para os complexes des dois

metais

Tabela 6.1 - Mutagénese e outros efeitos genotdxicos provocados por compostos de (a): Cr(li); (b): de
Cr(VT) fadaptado de [6], figuras 1 e 4]

Tabela 6.2 - Alguns exemplos relevantes de interaccBes de compostos de Cr(I1l) com células ou

componentes celulares; * desvios quimicos de 3!P-RMN

Tabela 7.A.1 - Equipamento ¢ métodos de obtengo de espectros de...

Tabela 7.D.1 - Toma de complexos de Cr{Ill) por nicleos isclados de timo de vitelo, considerando os

desvios padrdo do conjunto de ensaios efectuados
Tabela 7.D.2 - Programa de temperaturas (um tnico passo}), destinado a um tubo de grafite novo

Tabela 7.D.3 - Programa de Temperaturas (*fomecido pela Perkin-Elmer ao grupo de Biogquimica da

Universidade de Bremen)
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Figura 1.1 - Potenciais de redugdo das diferentes espécies de crémio em solucio aquosa [ 5]

Figura 1.2 - Distribuicfio de equilibrio do cromio, em fun¢io do pH, pelas diferentes espécies formadas

em solugio aquosa: [Cripg = 0.001 mol dm 3 [32]

Figura 1.3 - Distribui¢ao, na Tabela Periddica, dos elementos essenciais 2 vida: (—) elementos biolégicos
"bulk", ou estruturais ; (===) elementos essenciais que se cré serem essenciais a plantas e a

animais; (~) elementos vestigiais possivelmente essenciais (adaptagiio de [15], Fig.1.1)

Figura 1.4 - Estados de oxidagfio do potdssio ao zinco, biologicamente disponiveis ou nao, compilados
enire ides monoatémicos ¢ oxoides em solugdo aquosa, Sxidos estequiométricos,
halogenetos e outros sais simples (adaptado de [13]]; (O):estados de oxidacdo comuns / { %)
mas nio disponiveis em biologia; (®): estados menos comuns / (* ) mas ndo disponiveis em

biologia

Figura 1.5 - Modelo de "entrada-redu¢io” (uptake-reduction) [24]

Figura 2.1 - a)-Esquema de ionizag¢do da GSH em solugdo (constantes microscopicas); b) - Especiagdo

das virias formas protonadas da GSH, em funcfo do pH (f=frac¢do molar) [109]
Figura 2.2 - Potenciais locais de coordenagéo na GSH

Figura 2.3 - Estrutura cristalina do dcido ascdrbico [117]

Figura 3.1 - Diminuicdio da absorvancia com o tempo, correspondente a reacgdo de redugdo de Cr(VI)
por glutationa; [Cr(VI)]=1mM; {GSH]=10, 20, 30, 40, 60 ¢ 80 mM,; pH=7.0; temperatura

ambiente; A =372 nm

Figura 3.2 - Variagio de In(Agbs-A ) com o tempo, em condi¢Oes de pseudo-primeira ordem, para

diferentes concentragdes de GSH (reacgdes seguidas a 372 nm)

Figura 3.3 - Ajuste da equacfio (3.7) & variagio de absorvéncia com o tempo: [Cr(V)] = 0.25x 103 mol
dm3; [GSH] = 1.00 x 103 mol dm™3 (1 Cr(VI) : 40 GSH); pH = 7.0, HEPES 0.2 mol dm>

Figura 3.4 - Determinacéo das constantes de 2* ordem (estimativas) relativas aos dois primeiros passos
das reacgoes de Cr(VI) por GSH: (a1 )-k"1 (= 0.426 mol L dm3 s -1y, (ag)-representacao
grdfica de kops em fungio de [GSH]: (») ref® [100], em HEPES; (0) ky(obs) , segundo ajuste &
equagdo (3.7), a partir dos resultados da Tabela 3.4; (A) segundo ajuste & equacdio (3.7), a
partir dos resultados da Tabela 3.4, para as solugbes ndo tamponizadas¥, com [GSH]=40 e
80 mM; (b1)k"s (= 4.02 x 10 2 mol -1 dm 3 s -1); (by)-representagdo gréfica de kops em
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funciio de [GSHI: (0) ka(oby). segundo ajuste & equagiio (3.7), a partir dos resultados da
Tabela 3.4, solugdes tamponizadas; (A) segundo ajuste 2 equagdo (3.7), a partir dos
resultados da Tabela 3.4, para as solugBes ndo tamponizadas*, com [GSH]=20, 30 e 40 mM.
{#) ko calculados a partir da 2° parte das reacges de redugio, solugGes nao tamponizadas®,

In{Aphs-A oo} linear

Figura 3.5 - Variacio da absorviincia com o tempo de reacciio, a 372 nm, para reacgies de reducio de
Cr(VI) com glutationa: {Cr{V]H)] = 1 mM e [GSH] = 10 mM; {0)-solugbes com pH ajustado

previamente a 7.0 (%)-solugdes tamponizadas com HEPES 0.2 mol dm 3

Figura 3.6 - Determinagiio grifica de kg, a partir da variagio de absorvéincia com o tempo, obtida por
“stopped-flow": reacgdo de reducio de Cr{VI) com L-cisteina (1:500); [Cr{(VI)} = 2.5 x 10-*

mol dm -3 [Lcisteina]=0.125 mol dm3

Figura 3.7 - Especiro de Raman da glutationa, no estado sotido, na regisio 200-3800 cm™! (fenda 640 pum;

passocs de 1s)

Figura 3.8 - Diminui¢io, com o tempo, da banda de Raman correspondente ao grupo sulfidrito da GSH;

(2584 e 1 A excitagio=514.,5 nm; passos de 1 segundo; 2 Cr(V]) : 1 GSH)

Figura 3.9 - Variacdo da intensidade da banda Raman do cromato, a 850 em 1, com o tempo de reaccio
{1 Cr(VI) / 2 GSH: diminuicio da intensidade; 1 Cr(VID) : 0.5 GSH: aumento de

intensidade); graficos reconstruidos a partir dos espectros originais

Figura 3.10 - Formacio e decomposigdo dos fio€steres, em reacgBes de redugfio de Cr(VI) com L-
cistefna; solugtes tamponizadas com Tris. HCl 0.05 mol dm=; pH 6.5-7.0; temperatura

ambiente; A =460 nm

Figura 3.11- Ajuste, da variagio de absorvncia ao longo do tempo de reacgdio, 2 uma funcio ndo-linear
(equaciio 3.7, ver texto), que traduz a formacio e a decomposicio de tioésteres em reacgdes
de redugiic de Cr(VI) com L-cisteina (resultados de "stopped-ilow”); [Cr(VD)] = 2.5 x 10+
mol dm 3 (a) [L-cis] = 0.5 mol dm™3 (Tris.HC1 0.05 moldm™); (b) [L-cis}=0.125 mol dm 3
(HEPES 0,05 mol dm>)

Figura 3.12 - Relagio entre as constantes de velocidade (observadas) relativas 4 redugio de Cr{VI) por
L-cistefna (372 nm) e & formagio e decomposi¢@io de tioésteres para a mesma reacgdo;

dados referenies s Tabelas 3.5e 3.8

Figura 3.13 - Formacgfo ¢ decomposicio de tioésteres em funco do tempo de reacgio; h=433 nm;
[GSH] = (10, 20, 30, 40, 80) x 103 mol dm=3; [Cr(VD)] = 1 x 103 mol dm-3; pH das

solucGes previamente ajustado a 7.0, com solucio de KOH

Figura 3.14 - Formaciio de tioésteres para 1C(VI) : 5, 1 e 0.5 GSH;[Cr(VD)] = 1 x 103 mol dm 3



Lista Figuras —— VI

Figura 3.15 - Dependéncia enire k (Jobs) € k {20bs) de formagio e de decomposicio de tiodsteres e a
concentracio deGSH, em reacgdes de redugio de Cr(VI) por GSH (foram excluidos dos
grificos os resultados correspondentes a [GSH= 80 mM); A = 433 nm; as constantes de 2°
ordem obtidas (devem considerar-sc como estimativas) sio: kj = 0.143 mol-l dm3 sl e ko

= 6.15% 10 2 mol-} dm3 s

Figura 3.16 - Sobreposi¢io da variagao de absorvincia correspondente A redugio de Cr(VI) (372 nm} e i

formagio do tioéster (433 nmy)

Figura 3.17 - (a) - K1(obs) € {(B) - K2(obs) em {funcio de [GSH]; dados das Tabelas 3.4 (372 nm) ¢ 3.9
(433 nm)

Figura 3.18 - Espectros de DC, dos anides complexos [Cr(L-cys),]" e [Cr(D-pen )2]” obtidos da redugio
de Cr(VI) com [-cisteina ou com D-penicilamina, ao fim de 2.5 horas ; 1 Cr{VD): 20

aminodcido; pH neutro; temperatura ambiente; solugdes tampio Tris.HCI 0.05 mol dm™
Figura 3.19 - Espectros de UV/Vis {obtidos em pasta de Nujol) dos compostos 1 e 6 (Tabela 3.10)
Figura 3.20 - Espectto de DC (obtido em pastilha de KBr) do composto 1
Figura 3.21 - Espectros de DC (obtidos em pastilha de KBr) dos compostos: 6 { ) e 11({—)}

Figura 3.22 - Reducdo de Cr(VI) pela cisteina: aumento de absorvincia com o tempo a A=612 nm;
{Cr(VD)] = 5.0 x 10~ mol dm=3 ¢ [L-cistefna] = 1.0 x 10°2 mol dm-3 (1 Cr(VI) : 20 L-
cistefna); solugBes aquosas a pH=7.0, ajustado antes do inicio da reaecdo com KOH, ou

tamponizadas com Tris.}HCl ou HEPES 0.05 mol dm =3 especificacdes de pH, na figura.

Figura 3.23 - a)-Banda de sinal negativo em DC (A may = 500 nm), resultante da redugio de Cr(VI) por
glutationa, apds 24 horas de reacgio (proporgdes Cr : GSH especificadas na figura); b)-
Variacio da intensidade das referidas bandas com o tempo de reacgiio (1 Cr(VI): 80GSHY;

os tempos de reacgdo estdo especificados na figura

Figura 3.24 - Relacio entre a intensidade da banda, de sinal negativo, a 500 nm (DC) e o tempo de

reac¢do (reducdo de Cr(VI) pela glutationa)

Figura 4.1 - a)-Espectros electrénicos dos i¢es complexos [Cr{l-cys)»]" (A), [C1(L- ou D-pen), 1" (B) e

[Cr(tiomalato) 513~ (C), na regido visivel, obtidos e solucio aquosa
2 g q

Figura 4.2 - Espectros electrénicos, em soluc@o aquosa, dos ides complexos [Cr{l-cys}o ] (A), [Cr(L- on

D-pen)s 1~ (B} € [Cr(tiomalato)y B (C), obtidos na zona do ultravioleta

Figura 4.3 - Espectros de dicrofsmo circular, em solugdo aquosa, des ides complexos [Cr(L-cys)s]™ (—),

[Cr(L-pen), ] () e [Cr(D-pen) 5] (-
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Figura 4.4 - Comparacao dos espectros de infravermelho (3700-2500 em-1y do deido tiomdlico (A), da
L(+)-penicilamina (B) e dos complexos Nag [Cr{tma)21.7H20 (C) ¢ K{Cr(L-pen)2].2H20

(D), em KBr {ordenadas = transmitancia)

Figura 4.5 - Especiacio de solugdes de [Cr(L-cys)2]", na gama de pH entre 7.0 e 4.5 (« =fracgio molar

de cada espécie)

Figura 4.6 - Espectros electrdnicos a) e de dicroismo circular b}, de solugbes aquosas de [Cr(L-cys)2] ™, a
diferentes vatores de pH; (a)- {(—) pH=7.3, () pH=4.7 ¢ (~~) pH=3.5; (b} - (—) pH=6.7,
(----) pH=5.2 ¢ () pH=3.0; concentragiio das solugdes 1.0 x 1072 mol dm=3; pH ajustado
com HCIO 4 1.0x 1072 mol dm™>

Figura 4.7 - Evidéncia para a reversibilidade das ligagBes Cr-8, nas reacgBes de hidsdlise de [Cr(L-
pen)2]” com dcido, estudadas por dicrofsmo circular; (—) solucio aguosa do complexo,
pH=6.0; (---) imediatamenie apos adicdo de dcido (HCIOy4), pH=3.2; (--=-) 6 horas apGs
adi¢@o de base (KO, pH=6.3; (-} 48 horas depois, pH=6.4; a.u. = unidades arbitrdrias

Figura 4.8 - Diminuicdo da intensidade da banda de transferéncia de carga S-->Cr, por adigao de dcido

{solugdio aquosa de [Cr{L-cys)2 ], adigio de HCIO,4

Figura 4.9 - Titulacio de [Cr(L-cys)2]", com CF3 COOH, em DMF, seguida por espectrofolometria de

DC; a.u. = unmidades arbitrdrias

Figura 4.10 - (Asg— Aeghs) em fungdo da concentragdo de dcide adicionada, na titulagfio de [Cr{i-
pen) 2] com CF3COOH, em DME, seguida por espectrofotometria de DC. A variacfo da
absorvéincia foi medida no comprimento de onda do maximo da banda mais intensa, no

Vis, a 624 nm.

Figura 4.11 - Mecanismo de abertura e de fecho de anel (Jigagao Cr-S) para o ido complexo [Cr(L-cys)a]

Figura 4.12. - (a) - Variagdo da absorvincia (medida indirectamente) em funcfio do tempo, para a mistura
reaccional de [Cr(D-pen)2}” com HClO4, seguida no comprimenio de onda do méximo da
banda de menor energia (A = 606 nm) deste complexo; [HCIO4] = 4x107! moldm= ¢
[CH{D-pen)o] =756 x 103 mol dm3; forca iénica ajustada com NaClOy4 0.1 mol dm3;
(b} - In (A gbs-A ooy em funcdo do tempo; Aghs = absorvincia medida em cada ponto; A co =
absorvéncia no tempo considerado como o fim da reacgiio; [HC1O4] = 5.0 x 102 mol dm 3
e [Cr(cys)z]” = 5.20 x 103 mol dm3; forga i6nica ajustada a com NaClQy4 0.1 mol dm3

{outros detalhes experimentais no Capitulo 7 - Sec¢iioB)

Figura 4.13 - kopg em funcdo de [H¥] (e), para a reacgiio de [Cr(L-cys)z " (3.0 x 103 mol dm™) e em
funcio de a(H+) (0), para a reacgdo de [Cr(D-pen)a] (7.5 103 mol dm‘3), com HCIOy4,

(concentraches referidas no texto); solugbes em NaClOg4 0.1 mol dm‘3; T=249C; na
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representagdo grifica correspondente a {Cr{D-pen)a], foram utilizados os valores de Kgbg
calculados com o programa CONINFIN*, tendo;sido omitidos, na regressiio linear, o ponio

correspondente & concentragiio de dcido mais elevada

Figura 4.14 - Variagao da absorvéincia com o tempo, no decorrer da reacgio de hidrélise dcida, com
HCIO 4, do anido complexo [Cr{cys)2] {reaccio seguida por "stopped-flow"); tempo

mdximo: {a) = 10 segundos; (b) = I segundo

Figura 5.1 - [Cr(L-ala)3]: (A) - espectro UV/Vis (e 370 nm =365 € € 510 nm = 270 mol ! dm?3 em-1); (B)
DC, em soluciio aquosa (AeM (505 pm) ~ 340 mot-1 dm3 em™1) (++¢); em DMSO (—) ¢ no

estado sélido (-+=)

Figura 5.2 - Evolugio, com o tempo, das caracterfsticas espectroscopicas (UV/Vis) de uma solugio

aquosa de [Cr(L-ala)3]

Figura 5.3 - Evolugiio da actividade ptica (DC} de soluces saturadas de [Cr(L-ala)3]; (a) temperatura
ambiente (=249C) (intervalos de tempo varados); (b) 32°C (ciclos de 30 minutos); tempo

total = 220 minutos; u.a = unidades arbitrdrias

Figura 5.4 - AlieracDes espectrais em solugtes dcidas de [Cr(L-alayz]; (A)- DC; i)-espectro obtido
imediatamente apos a dissolucio (—); i1)-ao [im delQ min (~-); ifi)-ao fim de 33 min {***);

A& em unidades arbitrdrias; (B)- UV/Vis; ciclos de 2 minutos

Figura 5.5 - Estabilidade de uma solug@o de [Cr{L-ala)z] ern DMSO: espectro imediato (—); a0 fim de

30 horas (-—); 2o fim de 6 dias {**+); n.a. = unidades arbitrdrias

Figura 5.6 - Espectros de DC de A-cis(+)-[Co(L-ala)3]: Ho0 {(—); HCIO4 20% () e no estado sdlido,

em pastilha de KBr (——); w.a. = unidades arbiiririas
Figura 5.7 - Esquema da esirutura cristalina do complexo [Cr{l-valO-}2(l-valOH} 2| NCs. 6Hz0
Figura 5.8 - Espectros de DC de {Cr{l-valO-}o(L-valOH) 2].NO3.6H2 O (ver legendas aa fTgura)

Figura 5.9 - Espectros de DC em: (a)-solucio aquosa; {b)-DMSBO; (¢)-estado sdlido (pastilba de KBr);
[C(L-valO-)o{L~valOH) 21.NO3.6H, O (1); CrIi}+L-isoleucina (2); Cr{IIN}+L-leucina (3} ;

Cr(lll)+L-isoleucina (4); A€ em unidades arbitrdrias (ver detathes nas figuras)

Figura 5.10 - Espectro de CID da espécie dimérica de Cr(III} com L-valina

Figora 6.1 - Toma de : a)- [Cr(cys)2]™ e b)- [Cr(en)::,]3+ por niicleos isclados de timo de vitelo (tempos
de incubagfo e concentracBes iniciais referidos na figura: as linhas definidas nos gréficos

n

unem pomtos correspondentes 4 mesma concentragdo de complexo para tempos de
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incubagio diferentes: (—) com agitagio, () sem agitaco; unidades de toma 1017 x mol de

Cr/nidcleo"

Figura 6.2 - Quantidade de crdmio ligada aos micleos apds incubacio com uma série de complexos de
Cr(ITl): unidades de toma 1017 x mol de Cr/nticleo”; ver legendas inseridas nas figuras: aj-

com e b)-sem agitagAo durante a incubagio

Figura 6.3 - (a) - Toma dos compostos {Cr{ox)3]3" (com agitagio) e toma de (b) - [Cr(en)3 P* e
[Cr(Hedta)(H2O)] (sem agiiagio)

Figura 6.4 - Comparagiio entre as toma de CrCl3-oHa O, [Cr(hisi) ], [Cr(I~12(3)3]3+ & [Cr(em)3P* , por

niicleos isolados de timo de vitelo (complexos com virias concentragdes iniciais)

Figura 6.5 - Ligaciio do 180 complexo [Cr{cys)p]™a eritrdcitos, em fungdo do tempo de incubagio;

representaciio grifica a partir dos dados da Tabela 1 [55]

Figura 7.A.1 - Esquema de um equipament: de "sopped-flow" [Ref® [282], Fig.26.2, pg780]
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1. Aspectos da Quimica
do Crémio no estudo da
sua Toxicologia

A importéncia crescente da utilizagdo do crémio a nivel industrial, os efeitos da
exposi¢do ocupacional dos trabalbadores ligados a essas industrias e os problemas
ambientais a elas associados, tornam pertinente uma sistematizacfio, embora nio
exaustiva, de alguns dos aspectos da quimica do crémio ligados 4 utilizagio industrial, a

quimica ambiental e ao estudo da toxicologia deste elemento [1-3].

1.1 - Utilizacio industrial do crémio: breve referéncia a problemas de

exposi¢io ocupacienal e a aspectos ambientais

A extraccHo do cromio, feifa a partir da cromite, minério misto de crémio e ferro,

de férmula geral FeCr,Qy, atinge, a nivel mundial, varios milhdes de toneladas / ano. No
28 b4 *

processamento deste elemento e dos seus compostos hé a considerar ndo s as indistrias

metalirgicas, em especial as de producfo de aco e ligas metdlicas e as de electrodeposicéo
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e cromagem, como também as de curtumes, de fabrico de pigmentos para tintas, de

preservacdo de madeiras ou de soldadura {3.4].

Considerada a expressdo econdmica e a difusdo destas indhistrias, o controlo dos
processos de tratamento dos respectivos efluentes e da eventual recuperacgio de residuos
de crémio sio problemas de importancia ecoldgica e econdmica fundamentais. Se se tiver
presente que nma parte daquelas industrias envolve basicamente crémio(IIT) (como é o
caso dos curtumes) ou cromio(VI) (caso das indidstrias de cromagem e algumas de
pigmentos e de preservacido de madeiras) entende-se que sejam estes os estados de
oxidagdo que normalmente sio tratados por quem se interessa pela toxicologia deste
elemento. Parece assim evidente que tanto a problemdtica ambiental das indistrias
uttlizadoras do crémio como a compreensdo dos processos associados a sua toxicologia,
justifiquem um esforco de investigacio sobre a quimica dos estados de oxidag¢do mais
relevantes em tais situac¢Bes. A dispersdo do crémio no ambiente e 0s processos guimicos
ou biotecnolégicos de tratamento de efluentes contendo este elemento exigem também a
compreensio de aspectos das respectivas quimica, biologia e bioquimica, que sdo ainda

pouco conhecidos.

Um grande nimero de pessoas em todo o mundo trabalha em inddstrias ligadas &
extracgdo e ao processamento do crémio. As consequéncias da exposicdo ocupacional a
este elemento (por exemplo, dermatites, problemas das vias respiratérias, cancro
puimonar) dependem, naturalmente, do tipo de compostos a que os trabalhadores estdo
expostos nos seus locais de trabalho, ou seja, das difereutes espécies quimicas, estados
de oxidagao, solubilidade, tamanho das particulas sélidas e, como & evidente, também
dos respectivos grau e tipo de exposi¢ao [1,3,5-8]. Para além disso, a distribuiciio de
crémio no corpo de um individuo exposto a este elemento (sob a forma de particulas
sOlidas ou em solugio), depende da capacidade de cada um do.s compostos de crémio
para atravessar os diferentes tipos de membranas celulares, especialmente quando no
estado de oxidacio +6, corﬁo adiante se verd. Apesar de estar devidamente provado que

as espécies de Cr(VI) sfo as primeiras responsidveis pelos efeitos téxicos do crémio
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[1,8.9], este assunto continua a ser alvo de intensa pesquisa. Nomeadamente, desde que
foram encontradas algumas evidéncias de que a interac¢io de compostos de Cr(11}) com
niicleos de células e com ADN pode ter consequéncias em termos dos danos causados no
material genético, levando a questionar o papel dos compostos de Cr(I1I) nos
mecanismos de toxicidade do crémio, eventualmente mais activo do que aqueie que the

tem vindo a ser atribuido [ 10,1 t].

Sob o ponto de vista de abundéncia, o ¢crémio ocupa o 21° lugar entre os
elementos constituintes da crusta terrestre, encontrando-se distribuido pelos rriéis
variados tipos de materiais (Tabela 1.1). Na natureza (ar, solos, 4guas) acaba por estar
presente quase exclusivamente em formas trivafentes (espécies soliveis on insoldveis),

uma vez que o Cr(VI) € com facilidade reduzido pela matéria orgénica. Por isso, salvo

Material Cr / ppm
Solos 5-3000
Agua doce 0.001-0.08
Agua do mar 5x 105 (3 x 10°%)*
Plantas terrestres 0.23
Plantas marinhas 1
Animais terrestres | 0.075
Animais marinhos 02-1
Tecidos (mamiferos) 0.025 - 0.85
Eritréeitos 0.0015 (120 dtomos de Cr / célula vermelha de sangue)

Tabela 1.1 - Distribui¢io do crémio na Natureza; adaptado de [14] e [15]%

algumas excepgdes, a elevada quantidade de compostos de Ct(VI) e os problemas
associados a sua toxicidade no meio ambiente foram afinal criados pelo préprio homem
[1,3,12,13]. E uma vez que, os compostos de Cr(VI) parecem ser os mais nocivos, uma

possivel maneira de tentar minimizar os problemas ecoldgicos relacionados com a poluigo
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ambiental, provocada por este elemento, pode passar pela redugio prévia, a Cr(Ill), dos
residuos de Cr(VI). Af poder-se-fo transformar em hidroxocomplexos, poliméricos,

insoldveis e inertes, praticamente incapazes de interagir com os sistemas bioldgicos.

Outro tipo de solugdes para estes problemas passa pela reciclagem e reutilizacio
de compostos de crémio utilizados a nivel industrial, tal como ja acontece, por exemplo,

nas indistrias de curtumes [3].
1.2 - Quimica do crémio

O crémio é o 24° elemento da Tabela Periddica, pertence a primeira série de
transigio e tem configuragio electrénica [Ar} 3d° 4sl. Pode formar compostos com
praticamente todo o tipo de elementos, desde compostos bindrios com elementos ndo

metilicos, a compostos organometdlicos ou a compostos de coordenagio com os ligandos

Composto Eﬂiﬁ%‘l‘; ;3) N
N, [Cr(CO)s] 2
Nay[Cr5(CO)qgl -1
[Cr(CO)e]; [Cr(bipy)3]; Cr(PF3)g 0
K3[CH{CN)).H, 0; [Cr(bipy)5]CI04 1]
[Cr(CH3CO0),}. 2H,0; Nad Cr(CN)gls [Cr{gly-O)al. H,0; +2

ICr(CHaSiMe3)s ]

Cr(NO3)3.9H,0; CrCl3(NMez)z; Na[Cr(L-cvs)].2H,0 +3
Cr{OBu)y; [Cren)(O2)2].HoO; NayCrQy +4
Na, Cr(GSH) 4.8H,O; CrFs; Na{OCr(OCOCES)3] +5
K5 CrpO5; BaCrOy; CrFg; CrOpy(Oz)2 +6

Tabela 1.2 - Compostos de crémic com este elemento nos vanos nidmeros de oxidacio conhecidos

mais variados. O seu nome, que vem do grego "chroma" (ypowa), cor, € alusivo a
extensa variedade de cores apresentada pelos seus miiltiplos e diferentes compostos. Fste

elemento pode ocorrer com qualquer ntimero de oxidagdo de -2 a + 6 (Tabela 1.2).

Em solugdio aquosa, o estado de oxidacfio +2 € o mais baixo que se observa em
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compostos de crdmio. Mas, o facto do par oxi-redutor Cr(IIT) / Cr(I1) ter potencial
negativo mostra que, naquele estado de oxidagéo, o crémio € um forte agente redutor
(Figura 1.1). Em solugg@o, o crémio(ll) apenas € estdvel em condicBes estritamente
anaerdbicas, embora, mesmo assim, se decomponha lentamente, por redugiio da dgua e
com libertacdo de H, [16]. Assim, a sintese de compostos de Cr(I1) apenas pode ser
efectuada em atmosfera inerte, caso contrario este catido metélico é rapidamente oxidado a
Cr(TII). O aquaido de crémio{Il} tem sido um dos reagentes mais usados, como redutor,
na investigagio de mecanismos de reacgdes redox ripidas de esfera interna. Como o
Cr(TIT) resultante é cineticamente inerte, consegne-se obter evidéncia da formacio de
estados intermediarios em que o redutor e o oxidante estdo ligados entre si por uma

ponte, através da qual se processa uma troca muito rdpida de electrGes {17].

=12V
0.84V
Vi s i v
CrOf ——> G0 ——> C(IV) ——> Cr(ll) ——> Cr(Il)
<<1.0V >1.2V 1.5V -041V
T 091V
EQy =141V EO ;o 4 =0.3-0.5V
(pH=7.9 Cr(0)

-0.74V

Figura 1.1 - Potenciais de reduciio das diferentes espécies de ¢rémio em solugdo aquosa [5

E conhecido um niimero muitissimo elevado de compostos de crémio no estado
de oxidagdo +6, os quais, na natureza, ocorrem com maior frequéncia sob a forma de
cromatos e de dicromatos [16,18]. Em qualquer destas formas anidnicas, o Cr(VI) é
estdvel em soluciio aguosa e¢ o seu elevado potencial de reduc¢do evidencia a forte
capacidade oxidante desta(s) espécie(s). Em solugdo dcida e na presenca de redutores
adequados, o Cr(VI)} é facilmente reduzido a Cr(III), mesmo apesar das reaccdes de
redugiio poderem implicar a transferéncia em simultineo de trés electrBes e/oun se
processarem por mecanismos complexos, com mais do que um passe € com formagio de
intermedidrios, o que as torna, em geral, e por isso, lentas [19,20]. Embora o potencial de

reducdo diminua com o aumento de pH, em condigtes fisioldgicas (pH cerca de 7.4)
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aquele potencial ¢ ainda de +0.52 V. Como veremos, € importante ter presente este
potencial de redugio na discussdo da transformacio destas espécies de Cr(VI) em

ambientes bioldgicos (Ver Capitulo 2).

Em solugdo aquosa, a quimica do crémio nos estados de oxidagio +4 e +5 é ainda
pouco conhecida. Embora se encontre Cr(IV) e Cr(V) em muitos 6xidos e halogenetos,
estas espéceies tendem a dismutar-se em Cr(IH) e Cr(VI). Nas reacces de redugéio
"biolégica” de Cr(VI) é, em geral, possivel detectar e observar vérios tipos de
intermedidrios, tanto tioésteres, nos quais o crémio se encontra presente ainda no estado
de oxidagao +6 [21,22], como outras espécies com crémio nos estados de oxidagio +5 ou
+4 [23-25]. Continua a haver grande interesse na investigaco destes intermedidrios,
especialmente nos de Cr(V), devido as fortes evidéncias de que os efeitos toxicos do
Cr(VT) sejam mediados por estas espécies [26,27]. Tais intermedidrios observam-se, por
exemplo, em reacctes de redugio de Cr(VI) com glutationa e com cisteina, em meio
neutro, tendo sido isolado, no estado solido, pelo menos um composto de Cr(V) daquele
tipo, a partir da reaccfo de reducfio com glutationa [28]. Como os tempos de vida média
dos intermediarios de Cr(V) sdo sulicientemente longos, a sua formagéo e decomposicio
pode, em geral, ser seguida por métodos de deteccio néo especificos de reacgdes muito
rdpidas (normalmente por métodos espectrofotométiicos vulgares ou por RPE) [2528].
Neste tipo de reacgdes, ao contrario do que verifica com os anteriores intermedidrios, as
espécies quimicas que contém Cr({V), ndo sendo também estdveis'em solugdo (Figura

1.1), t8m-se apresentado de detecgio dificil [24].

Os outros estados de oxida¢ao mais baixos, -2 a +1, sé ocorrem em compostos

organometilicos, com ligandos bons aceitadores-m de electrdes, do tipo carbonilo ou

outros (Ver Tabela 1.2) [18,29].

No estado de oxidac#io +3, mais estavel, o cromio existe na forma de compostos
de coordenacio. A quitnica de coordenagdo do crémio(JII) foi investigada pela primeira
vez, de um modo sistematico, por Pleiffer ¢ Werner, no virar desfe século. Qualquer

motécula ou 130 capaz de actuar como base de Lewis €, potencialmente, capaz de se
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coordenar ao 1do créomio(lll), considerado como "dcido duro”, dando origem a
compostos de coordenagio, em geral com geometria octaédrica ou "pseudo-octaédrica".
Este aspecto é caracteristico da quimica do Cr(IIl) e estd patente nos milhares de
compostos de coordenacio que se conhecem, acrescidos ainda, para cada caso, das
diferentes formas possiveis de isomerismo. Deste estado de oxidagdo do crémio é ainda
tipica a ciuética de substitui¢do lenta, que tem possibilitado o isolamento de muitos
complexos, mesmo em condi¢des termodinamicamente instdveis, e a resolugfio dos que

s3o opticamente activos [16,18,29].

A adigdio de base a uma solugdo de Cr(ill) leva de imediato & formaggo de 6xidos
e de hidréxidos hidratados, de estruturas pouco conhecidas e com composigdes variadas,
que podem ser dissolvidqs por adi¢io de acido. Todavia, o "envelhecimento” destas
solucdes torna irreversive! a formagio daqueles compostos [16,30]. Este aspecto é um
factor importante a ter em conta na sintese de complexos com ligandos basicos, a qual,
normalmente, nio pode ser efectuada por "via directa”, ou seja, por reac¢io de sais de
Cr{lll) e do ligando. Por isso, muitas vezes, utiliza-se a passagem por intermediirios
com outros nimeros de oxidag#o, mais ldbeis e menos sujeitos & formagio daqueles
produtos secundédrios, como acontece, por exemplo, na sintese do complexo
[Cr(en)3]Cl3.3H20, em que o crémio, inictalmente presente na forma de Cr(111), é

reduzido, em meio anidro, a Cr(Il) [31].

Em solugfio aquosa e na ausé€ncia de outros ligandos, o crémio(IIl) pode existir
sob a forma do aquaido [Cr(H,O) P+, de estrutura octaédrica regular. Este ido também
ocorre nas estruturas cristalinas de numerosos sais, como no [Cr(H»O)s1Clz ou nos
alimens de crémio, por exemplo. Ao contrdrio do que se verifica com o cobalto(IIl), os
compostos de crémio(lll) sfio susceptiveis de sofrer hidrélise, da qual resultam
hidroxocomplexos (1.1) os quais, posteriormente, se podem ainda constituir em espécies
diméricas (1.2) ou em estruturas polinucleares de dimensdes coloidais, de massas
moleculares elevadas, nas quais os centros de crémto estdo ligados entre si por pontes de

OH- ou de oxigénio [14,16,18].
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O estudo da polimerizagdo resultante da hidrélise de Cr(IIT) em solugio aquosa foi
iniciado por Bjerrum em 1908, que postulou a existéncia de uma espécie dimérica em
solucBes basicas de Cr(II1). Embora a estrutura dessa espécie ainda ndo tenha sido
determinada sem ambiguidade, é quase certo que pode ser ilustrada pela Equagéo (1.2)
[18,32]. Mais recentemente, um grupo de investigadores estudou, com detalhe, o
processo de polimerizacio resultante da adi¢do de base a soluéées aquosas de Cr3+, o que
lhes permitiu estudar ndo s6 a evolugdo das diferentes espécies poliméricas em solugdo,

ao longo do tempo, como a interconversio entre as varias espécies formadas.
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Figura 1.2 - Distribuigao de equilibrio do crémio, em fungio do pH, pelas diferentes especies formadas
em solugio aquosa: [CriTe=0.001 mol dm™ [32]
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Os mesmos autores, isolaram algumas dessas espécies e determinaram as
constantes de acidez e de formagio de cada uma delas, o que lhes permitiu tirar
conclusdes acerca do modo como os equilibrios sfo atingidos [32-34]. Na Figura 1.2
estdo patentes as percentagens, em fun¢do do pH, de cada uma daquelas espécies em
equilibrio, para uma determinada concentragfo total de crémio em solucio, sendo de

notar o desaparecimento das formas mais simples & medida que o pH aumenta.
1.3 - Crémio em biologia

1.3.1 - Nogdes de essencialidade e de toxicidade

Em termos gerais, um elemento € considerado essencial se se encontra presente
em certas espécies biolégicas, de tal modo que a sua deficiéncia nas fontes nutritivas
dessa espécie conduz a estados patolégicos [15,35,36]. A nociio de essencialidade
contrapde-se a nogio de toxicidade, designando-se por téxicos todos os elementos,
essenciais ou ndo, que apés serem absorvidos provocam, de modo passageiro ou
durdvel, perturbacdes de uma ou mais fungdes, podendo mesmo conduzir a morte [3537).
Estas nog¢es reportam-se sempre a valores quantitativos do elemento em questio, em

referéncia a alguma(s) das suas formas especificas [3,38].

H He
Li | Be B C N O F || Ne
Na |Mg AlllSi| P S Cl] Ar

RbiSr| VYV | Zr | Ni[[Moll TciRu| Rh}PdlAg|{Cdi IniSuniSb| Tel I || Xe

Cs|Ba|Ln| Hf | Ta | W [Re | Os] Ir | Pt jAu]Hg | Tl |Pb | Bi |Po| At | Rn

Fr |Ra|Ae|{Th | Pal| U

Figora 1.3 - Distribuigdo, na Tabela Periddica, dos elementios essenciais & vida: (—) elementos biols-
gicos "bulk", ou estruturais ; (===) elementos essenciais que se cr& serem essenciais & plantas ¢ a animais;

() elementos vestigiais possivelmente essenciais {(adaptacio de [15], Fig. 1.1)
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Desde o trabalho de Mertz e Schwarz, publicado em 1955 [39], que o crémio, no
estado de oxidagdo +3, é considerado como elemento vestigial essencial para os animais e
nomeadamente para o homem [14,15], presente em quantidades da ordem dos ng de Cr/ g
de tecido [40] (Figura 1.3). Na forma hexavalente, pelo contrério, estd comprovado que o

Cr(VI) é carcinogénico e mutagénico [6,40].
1.3.2 - Disponibilidade biocldgica

Quando se definiram quais as espécies quimicas estavels em solugao aquosa e se
discutiu a quimica redox do crémio, foram indicadas pistas que, de algum modo,
permitissem compreender a disponibilidade e a acessibilidade bioldgica daquelas mesmas
espécies. Assim, deve considerar-se que, se a intervengdo do crémio em sistemas
biolégicos envolve, por um lado, o estado de oxidagdo +3, seja na forma de aquaides seja
na de outros compostos de coordenagio, pode também esperar-se que o Cr{VI) e as
espécies resultantes da sua redugio, in vivo, quer sejam de Cr(V) ou de Cr(IV), possam
ser da maior relevincia na compreensdo do metabolismo do crémio. Espécies guimicas
no estado de oxidagfo +2, pelo contrdrio, ndo sendo estdveis em solugdo aquosa

aerébica, terfio pouca probabilidade de actuar a nivel biolégico [5] (Figura 1.4).

+7 +

+6 I N

+5 O & x

+4 O O * O e

+3 o*oooood
+21  ©O * * * O 0O O O O O
+1 ¢ e O

K Ca S¢e Ti V Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn

Figura 1.4 - Eslados de oxidac@o do potdssio ao zinco, biologicamente disponiveis ou niic, compilados
entre ides monoatdmicos e oxoides em solugio aquosa, 6xides estequiométricos, halogenetos e outros
sais simples(adaptado de [15]); (O):estados de oxidacio comuns / (#) mas ndo disponiveis em biologia;

(®): estados menos comuns / (+) mas ndo disponfveis em biologia
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Num meio a pH fisiolégico, esperar-se-a que o Cr(IlI) polimerize, excepto se isso
for evitado ou minimizado por coordenagdo com outros Higandos diferentes da H>O ou de
(OH-. Uma polimeriza¢&o pronunciada tornaria o Cr(11I) biologicamente inacessivel, uma
vez que, nas condicdes "suaves” dos sistemas biologicos, uma reacgio daquele tipo seria

provavelmente irreversivel [14].
1.3.3 - Funcdes biolégicas do crémio

Embora haja estudos extensos sobre os efeitos bioldégicos do crdémio,
essencialmente no que se refere a processos relacionados com o metabolismo da glucose
e dos lipidos, o crémio é um dos elementos essenciais vestigiais cujas fungdes bioldgicas
nfo estdo ainda definidas de forma inquestiondvel [1535]. A deficiéncia nutritiva neste
elemento leva a uma diminui¢@o progressiva da tolerdncia & glucose, estando associada a
doengas como a diabetes adquirida e/ou a doengas cardiovasculares [41]. Na prevengao e
eliminacéo destes sintomas, foi considerado parficularmente eficaz um composto de
Cr(TII), o chamado factor de tolerancia da glucose (FT'G). o qual existiria, por exemplo,
na levedura da cerveja e teria capacidade para potenciar a acgio da insulina no

metabolismo da glucose [42,43],

Em todas as tentativas de, a partir de substincias naturais, se exirair, isolar e
caracterizar o FT'G, ou outros compostos com actividade bioldgica do mesmo tipo da
'deste composto, os rendimentos dessas reacgdes foram sempre muito baixos. Foi entido,
por isso, feito um grande esforgo para sintetizar compostos que pudessem servir de
modelo ao FTG. Estes trabalhos resultaram na sintese e caracterizacio de grande
quantidade de compostos de Cr(III} com 4cido nicotinico e outros ligandos, em especial

alguns aminoacidos [44,45].

O modelo proposto para o FTG [46] é constituido por um centro metélico,
octaédrico, de Cr3+, com duas unidades de 4cido nicotinico coordenadas, sendo as outras
posigdes ocupadas pelos aminodcidos cisteina, acido glutimico e glicina. Mertz [46],

baseando-se no facto do principal produto da reacgfio de Cr(Iil) com dcido nicotinico ser
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o catido rrans-tetraaquabis(nicotinato)erémio(11l), o qual manifestava acentuada actividade
bioldgica, propds que o factor estrufural significativo para que um composto possuisse
actividade bioldgica fosse a disposigio trans dos dtomos de N, do anel de piridina do
acido nicotinico. Mas, contraditortamnente, Cooper et al |47}, ao sintetizarem outros
compostos corm dcido nicotinico, verificaram que apenas aqueles em que o dcido estava
coordenado pelos dtomos de oxigénio apresentavam actividade bioldgica. Foi ainda
contraposto que o arranjo {rans dos dtomos de azoto, pudesse ter sido mantido no resto
da molécula, mesmo que a coordenagio fosse efectuada por dtomos de oxigénio.
Eventualmente, essa estrutura seria entfio aquela capaz de ser reconhecida pelos
receptores envolvidos na acgdo da insulina. Mas, Haylock 'er al [48,49} publicaram
posteriormente um trabalho em que afirmaram que a presenga do crémio ndo era essencial
no "composto” vulgarmente designado por FTG, visto que algumas das fracgdes obtidas,
por purificagio daquele composto pelo método de Toepler et al {50}, eram biologicamente
activas, mesmo nao contendo qualquer vestigio de crdmio. Apesar da controvérsia e
interesse gerados, o FI'G nfo foi ainda satisfatoriamente purificado. O seu modo de
accio a nivel celular estd também por esclarecer cabalmente, pelo que continua a ser

objecto de estudo [51].
1.3.4 - Efeitos genotdxicos dos compostos de crdémio
1.3.4.1 - Modelo de "entrada-reducio" (uptake-reduction)

Com base em estudos epidemiolégicos, em testes feitos com animais e em
estudos de mutagénese em bactérias e em células de mamiferos, os compostos de Cr(VI)
t&m sido identificados como carcinogénicos e mutagénicos, o que n#o € considerado, em

principio, em rela¢do aos compostos de Cr(III) [1,7,10,52].

Segundo o modelo de "entrada-redugdo" (uptake-reduction), proposto por
Wetterhahn ef al [52,53], no processo de entrada do Cr(VI) nas células estdo envolvidos
dois passos fundamentais: a difusfic dos anifes para o interior da célula e a2 sua

subsequente e rapida redugio a Cr(IIE) ( Figura 1.5). O Cr(VI), que devido as condigOes
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Figura 1.5 - Modelo da "entrada-redugfio” (uptake-reduction) [24]

de pH e de concentragdo se encontra essencialmente sob a forma de cromato, solidvel,
difunde-se através das membranas celulares utilizando os canais transportadores dos
anides sulfato e fosfato (Ver Capitulo 2 - Secgdo 2.1). Este deve ser o passo limitante da
velocidade de entrada, apesar de permitir, ao longo do tempo, a passagem de
praticamente 100% do Cr(VI) extracelular disponivel [10]. Devido ao seu elevado
potencial de reduciio (+0.52V), o cromato consegue oxidar componentes celulares de
baixo peso molecular, tais como a cistefna, a glutationa ou o dcido ascérbico, sendo por
eles reduzido, em tltima instincia, a Cr(III) [10,52]. Os compostos de Cr(III}, ao
contririo do que se verifica com os de Cr(VI), dificilmente conseguem ultrapassar a
membrana celular [54], entrando nas células muito lentamente, com uma velocidade cerca

de 1000 vezes menor que a dos compostos de Cr(VI) em condigdes anilogas [55]. Tém,
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também, sido sngeridos processos de endocitose como responséveis pela entrada de

algum do Cr(III) presente no interior das células [54,56,57].

Naquelas reaccdes de redugao, formam-se intermedidrios de eromio(V) e/ou de
Cr(IV), pensando-se actualmente que os primeiros desencadeiam a formagdo de radicais ‘
livres, responsdveis pelos severos danos intracelulares provocados pelo Cr(VI) [26,27].
Como produtos finais da redugfo, € mais plausivel que no interior das células se formem
complexos de Cr(Ill) com os redutores referidos atrds ou com outros componentes
intracelulares e nfo o hexaquaido, {Cr(H.O)g]?*, ou hidréxidos de Cr(It), "Cr{OH)s".
In vivo, nenhum desses compostos foi identificado, mas in vitro , t&ém sido detectados
variados compostos de Cr(V) e de Cr(III) [58-61]. A cinética daquelas reaccBes de
redugiio, in vitro, dependendo das concentrages do oxidante e dos redutores presentes,
estdo associados tempos de vida-média da ordem de minutos ou até de horas. Isto
significa que os processos redox envolvem intervalos de tempo suficientemente alargados
para que, quer os intermedidrios, quer os produtos finais das reac¢bes possam alcangar

os compartimentos intracelulares e af permanegam, danificando-os.
1.3.4.2 - Efeitos intracelulares do crémie

Os diferentes tipos de compostos de crémio, ou seja, espécies de Cr(VI), Cr(V),
Cr{IV) e Cr(IIl), bem como radicais livres, OH* ¢ RS-, formados no interior das células
nas reacedes de redugiio, podem conduzir a diferentes tipos de danos a nivel do ADN
[10,62,63]. Aquelas espécies podem originar "ligagdes-cruzadas” (cross-links), "ligacGes-
cruzadas entre cadeias" (interstrand cross-links), "ligacdes-cruzadas entre proteinas e
ADN?" ¢ ainda "quebra de cadeias” (strand-breaks), em mamiferos e aves, in vivo, [64] e
em culturas de células, in vitro [10,65). Mas a pH fisioldgico, in vifro, no se verifica
qualquer reacgiio do Cr(VI) com o ADN isolado [7,55,66,67], a menos que também
estejam presentes componentes celulares com capacidade redutora, como, por exemplo, a

glutationa [55,62].

O Cr(Il), apesar de ser cineticamente muitissimo menos reactivo que o Cr(VI),
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na presenca de sistemas metabolizantes [55], em condigdes de incubagio prolongada (>40
horas) pode também ligar-se ao ADN [69]. Deve, ainda, esperar-se que as espécies de
Cr(I11} geradas "irn situ" por reducio de Cr(V1), na presenga de complexantes bioldgicos
fortes, aminodacidos, péptidos, proteinas ou ADN, gerem complexos de Cr(I1I}. Nio &,
pois, surpreendente que comecem a aparecer indicagdes mais concretas de que o crémio
no estado de oxidagfo +3, possa ser a espécie envolvida nas "liga¢des-cruzadas com

ADN?", induzidas ou néo pelo Cr(VI) [70,71].

O estudo dos mecanismos de toxicidade envolvidos na interac¢io do crémio com
sistemas biolégicos tem conduzido, recentemente, & publicagdo de um mnimero
significativo de trabalhos neste campo [11,61-70,72]. A detecgfo, obtencdo e caracterizagfo
de intermedidrios e de produtos finais nas reacgdes de redugdo do cromato com alguns
dos redutores intracelulares, tais como a cisteina ou a glutationa, que existem em
quantidades milimolares no interior das células, tem sido também alvo de intensa
investigacfio [21,26,27,60,73,74]. Tém sido sintetizados compostos que poderfio servir
como modelos dos que se formam ntracelularmente [75-78], nomeadamente compostos
com ligacdes Cr-S, as quais tém grande probabilidade de estar presentes nos produtos
finais das reacgdes em que os redutores possuam grupos tiol. Aquela ligagdo parece
revestir-se de caracteristicas invulgares, porque contrariamente a cinética de substituigo
inerte usual nos compostos de coordenacio de Cr(III), € muito 18bil, mesmo em meios a

pH praticamente neutro {78,79].

A transposicdo dos resultados obtidos in vitro para sitvacdes in vivo €, no
entanto, muito complexa e tem de ser feita cuidadosamente, sendo uma das questdes mais
problemadticas a simplificagdo dos sistemas utilizados comﬁ modelos, que deixam ausente
todo o complexo sistema enzimético intracelular. Estas constatacOes levam-nos, pelo
menos, a preconizar que ainda ha muito trabalho a ser desenvolvido nesta drea, apesar do
grande impulso dado nestes tiltimos anos, para que seja possivel tirar concluses que
conduzam a uma compreensdo mais completa dos mecanismos envolvidos na acgio

bioldgica do crémio.
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2. Estudos de reaccdes

de reducdo de Cr(VI)

Quer no que respeita aos equilibrios que se estabelecem entre as diferentes
espécies de Cr(VI) presentes em solugfo, quer no que se refere a reacgBes de reducio
por substractos diversos, nomeadamente por moléculas bioldgicas pequenas e, em
especial, pelas que contém grupos tiol, o conhecimento da quimica do Cr(VI) reveste-se
de particular importidncia para a compreensio dos aspectos fundamentais do
comportamento bioldgico deste elemento. Com este objectivo, sfo desenvolvidos, ao

longo do presente Capitulo, alguns daqueles aspectos.
2.1 - Aspectos gerais das reaccoes de reducio de Cr(VI)
21.1 - Espécies de Cr(VI) em solugio aquosa

Ao contrério do que se verifica com os 6xidos menos acidicos de V(V), Mo(VD)
e W(VI), no caso do crémio nfio sfo conhecidos quaisquer iso- ou heteropolianides
com maijs de quatro dtomos deste eclemento, 0 que poderd dever-se a uma maior

deslocalizacgio da ligagfo miiltipla Cr=0 para o ifio crémio, que tem um raio menor que
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os ides daqueles elementos. Compostos que contém os anides tricromato, Cr3O g7 ¢
tetracromato, Cr 0147, (pyH)2Cr30y¢ e KaCrsO 3, por exemplo [18], apresentam
estruturas que resultam da associagio de tetraedros de CrO4 que partilham 4tomos de
oxigénio situados em vértices. No limite daquele tipo de estruturas [2,16], o CrO3 pede

considerar-se constituido por cadeias infinitas de -O-Cr(Q»-O-.

Admite-se, de um modo geral, que o Cr(VI) estd presente, em solugio, nas
formas predominantes que estdo consideradas na Tabela 2.1. Um estudo detalhado
destas solugdes pode fornecer informacgiio quantitativa sobre a abundéncia relativa de
cada uma daquelas espécies, em fungéio da concentragio total de Cr(VI) e do pI das
solugdes, de acordo com as constantes de equilibrio associadas 3s equagBes que
relacionam aquelas espécies entre si. Por exemplo, para concentracgbes de Cr(VI)
superiores a 1 mol dm=3, HoCrO,4 e HCr,O7 56 foram detectados, por métodos

potenciométricos e espectrofotométricos, a pH menor que zero [2,19,80].

pH [Crl/mol dm™ Espécie predominante de Cr(VI)#
<0 >102 M H,Cro,
<6 102 M HCIO,-
<7 >102 M Cra02"
>6 [CrT] pequena (<1072 M) CrO42'
>7 [Cry] elevada 1072 M) Cro,2-

Tabela 2.1 - Espécies de Cr(VI} em solugfio aguosa: =I=HCrQO’;', Cr30102' e Cr_l_OBZ' existem em

quantidades desprezdveis a pH>1 [52]

A espéciec HCrO 4 deveria apresentar, tal como acontece com outros compostos
do tipo CrO4-X, seis modos vibracionais fundamentais, em comparagdo com os quatro
do ido CrO,42, devido ao abaixamento de simetria de T4 para Csy, que provoca o
desdobramento das vibractes degeneradas [2]. Recentemente, no entanto, Michel et al

[81], argumentaram que a espécie quimica HCrO 4 nfo existe em solug¢do aquosa, pois,
2 q P 4
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analisando os espectros de Raman de CrO 4" e de Cr,0-?, nfio observaram quaisquer
vibragSes relacionadas com aquele ido. Os mesmos autores [82], num estudo posterior,
pretenderam mostrar que, tal como para a espécie HCrO,4~, também ndo eram visiveis
quaisquer sinais dos iSes H-CrO4 e HCrnO7 os quais, por isso, nem sequer

necessitavam de ser considerados em solugio.

Se se considerar o equilibrio (2.1),
HCrO4 <> Crs09% + H,0 .1

a concentragdo em solugio de HCrO,4~ deveria aumentar por diluiciio. Mas, mais uma
vez, 0s espectros de Raman nfio confirmaram a existéncia, em solucio, de qualquer
forma protonada do oxoanifio de Cr(VI). Por isso, aqueles autores propuseram um outro

equilibrio, para a gama de pH entre 1 e 11 (Equaco 2.2),
2Cr04% + 2HF <> Cry,04+ + H,0 (2.2)

J4 que, a pH=11, apés diluicdo da solugio, 100% do Cr(V1]) se apresentava sob a forma
de CrO47-, enquanto que a pH 1.2, 100% do Cr(VI) estava sob a forma de Cr,O+2".
Para solucgdes a pH cerca de 6, apareciam apenas as bandas caracteristicas do cromato e
do dicromato, enquanto que em meios muito dcidos os espectros mostravam a presenca

de policromatos (CrrO,q*" e Cr,O 3% ") [81.82].

Tanto gquanto nos € dado saber, os trabalhos daqueles autores sdo os tinicos a
pdr em causa a existéncia do amido HCrO,4 . Note-se que, em qualquer livro
fundamental de Quimica Inorginica [16], tal espécie é sempre tida em conta nos
equilibrios sugeridos para a zona de pH 2-6, para os quais estfio publicadas as

respectivas constantes de equilibrio (23a 2.5):

HCrO4 <> CIO42“ + Ht K=10-59 (2.3)
HQCIO4 L HCI‘O4_ + H* K=41 2.4

Crr0O72 + HyO <> 2HCrO4 K=10"22 (25
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Sendo assim, os resultados obtidos por Michel er af {8182], necessitam de
confirmacio por outros métodos para que, eventualmente, possam vir a ser

considerados em futuros estudos deste tipo de equilibrios.

212 - Breve referéncia a reaccdes de reduciio de Cr(VI) por substractos

inorginicos: cinética e mecanismos de reaccio

Os compostos de Cr(VI) sdo vulgarmente utilizados como oxidantes em
reacgdes quimicas. O dicromato de potdssio, por exemplo, é usado em andlise quimica
como substincia oxidante padrfio e o 6xido de cromio, CrO3, € um reagente comum na

oxida¢fo de substancias orgfnicas [83,84]

As variadas reaccdes de oxidagdo-redugiio em que o Cr{VI) actua como
oxidante, podem processar-se por uma multiplicidade de mecanismos, que dependem

néo s6 da natureza dos redutores como também das condi¢tes de reacgio [19,85,86].

Neste tipo de reacgdes, alguns redutores transferem apenas um electrdo de cada
vez, numa sucessio de passos. E o que se verifica, por exemplo, na reacciio de oxidagfio
do ido [Fe(H,0)gl?r a [Fe(H,0)gl3* [19]. O estudo destas reacgdes pode ser
extremamente informativo acerca das espécies intermedidrias de Cr(V) e de Cr(IV) que

se formam durante o processo de redugzo.

Outros redutores, contribuem com dois electrdes num passo inicial que é,
normalmente, o passo determinante da velocidade de reacglo, seguindo-se um outro
passo em que apenas estd envolvido um electrdo. Este €, em geral, o que se observa na
oxidaco de alcodis por Cr(VI). Também se verifica que, dquele passo (que envolve
dois electrdes) se siga a conversdo de Cr(IV) em Cr(V) e, s6 depois, a redugio de Cr(V)
a Cr(1II}. O passo inicial pode ser ou uma transferéncia de adtomos ou de dois electrdes
através de grupos capazes de servir de ponte entre o Cr(VI) ¢ o redutor. Porém, também
pode suceder que seja transferido, imicialmente, sé6 um electrdo, seguindo-se um
segundo passo em que estdo envolvidos os dois electrdes necessarios para a redugdo

completa até Cr(1II) [19].
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Finalmente, estas reac¢Ses também se podem efectuar por wm finico passo em
que, a0 mesmo tempo, estdo envolvidos trés electrdes e duas moléculas de redutor [86],
uma delas libertando dois electrBes e a outra apenas um, como na oxidagio de HSO;™ a
SO4% e a S50 g2~ [19]. Este tipo de mecanismo também se verifica na redugfo
simultdnea de «-hidroxiidcidos e de dlcoois (cooxidagdo), em que ha formacio de
radicais livres [87-89]. Nalguns destes casos, como acontece com o 4cido 2,7-dihidroxi-
heptandico, a oxidagéo di-se em dois grupos funcionais da mesma molécula {4lcool e
dcido), produzindo-se CO- e o radical livre intermedidrio, QCH(CH2)4C HOH, o qual ¢
em seguida oxidado, dando origem a um dialdeido. A formacio deste intermedidrio é
interpretada em termos de uma transferéncia interna de trés electrdes no complexo de

Cr(V1) com o dihidroxidcido [87,88].

Verificando-se, na redugfo de Cr(VI) a Cr(IIl), passos que envolvem a
transferéncia de um ou de dois electrdes, formam-se espécies intermedidrias de Cr(V)
e/ou de Cr(IV). E como, nestas tltimas espécies, a substituigio de ligandos pode ser
mais rdpida que a transferéncia electrénica, de um modo geral, a substitui¢io
(coordenagdo} que vai corresponder a existente nos produtos finais da redugfo,
efectuar-se-a durante o tempo de vida destas espécies. Ao processo de redugio estio
associadas modificacOes estrutuorais, tais como, por exemplo, a expansio da esfera de
coordenagfio do crémio. Esta vai passar de 4 (no cromato tetraédrico) para 5 (no Cr{V)
e Cr(IV)) e para 6 (no Cr(IlI) e também, pelo menos, em alguns compostos de Cr(IV)).
A reacgio de oxidacio de U(IV) a U(V) pelo Cr(VI), por exemplo, processa-se por um
mecanismo de esfera interna com captura do redutor para a esfera de coordenacio do
cromato, o qual, entdo, sofre uma expans@io da sua esfera de coordenagio [90].
Alteragdes estruturais deste tipo, ji que implicam modificacdes nos complexos
activados e respectivos estados de transigdio, t&ém consequéncias na determinacdo do

passo determinante das velocidades de reacgio [ 19].

Na gama de pH de 1-5, na qual HCrQO,~ ¢ considerada a forma predominante de

Cr(VI), podem formar-se ésteres com espécies que contém o grupo -OH. Nestas
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condi¢des de pH, haverd protonacdo de pelo menos alguns dtomos de O do CrO 4>, 0
que os torna mais ldbeis que os oxigénios ndo protonados. Nas reac:gées de redugio em
presenca de oxodcidos, as alteracdes venficadas nos espectros electrénicos de HCrO 4,
sdo interpretadas pela formacdo daquele tipo de ésteres, como, por exemplo, nos ¢asos
de HSO,, H,PO4 e HS204, em que os ésteres formados sio CrSO72-, HCrPO+2" e
CrS»0g> [19]. A formacio do dicromato (2.6) € considerada como o protétipo deste tipo

de reaccdes:

HOCrO5~ + HOCIO3 <> Cra0.> + Hs0 2.6)

A literatura propde mecanismos para a formagao daqueles compostos em meio
dcido que comportam a formagio de intermedidrios pentacoordenados com uma
ligacdo Cr-X fraca em equilibrio com os reagentes, seguida da transferéncia de um
protio e posterior perda de uma molécula de dgua [91,92]. A transferéncia de um protéo
da solugdio, ou de uma espécie acidica fracamente associada ao grupo hidroxilo no
Cr(VD), para formar a molécula de agua que sai, € considerada, em geral, o passo
determinante da velocidade destas reacgfes. Em meio neutro, ndo sendo favordvel a
transferéncia de um protio, aceita-se, para aquela hidrélise, um mecanismo por catélise

nucledfila, como alternativa i catilise dcida [92].

A ter em conta no Capitulo seguinte sfo a formac@o de ésteres, ou de tioésteres,
como € o caso da reacclo de oxidagio do tiossulfato pelo cromato. A cinética desta
reacgdo segue 0 mecanismo tipico da formacio de um (tio)éster, CrS>04s~, embora a
sua constante de formac&o seja duas ou trés ordens de grandeza mais elevada que a dos
oxoésteres comuns. Seguﬁdo a literatura [92], parece razodvel atribuir aquele valor is
diferentes caracteristicas das ligacdes Cr-O e Cr-S. Como o dtomo de S € mais
polarizdvel que o de O, num mecanismo em que se prevé a formagio de um
intermedidrio pentacoordenado seguido da transferéncia de um protdo (passo
determinante da velocidade) e a perda de uma molécula de dgua, estabelecém—se

condigBes de estabilidade mais favordveis para a formagao de tioésteres do que para a
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de oxoésteres andlogos. Este facto ¢ atribuido a formagiio de ligagiio(des) Cr-S naquele
intermedidrio, a(s) qual{is) também poderd(3o) explicar as diferencas encontradas entre

as constantes de formacfo de CrSQO72 e de CrSo0g2 [92.931.

Redutor Ester K
HCrO,” Cra0y*™ 98
HSO 4 CrS042" 41
HoPO - HCrPO 2 29
HF + CNS- CrO38CN- 270
HS205” Cr8206> 1.0x 104

Tabela 2.2 - Constantes de equilibric de formagio de ésteres de cromato em meio dcido; espécie

oxidante: HCrO ™ [92]

Na redugfio de Cr(VI) é importante mencionar os intermedidrios de Cr(V),
" pormalmente identificaveis por um sinal caracteristico em RPE (g=1.978) e por uma
banda de absorgdo a cerca de 750 nm, tendo alguns compostos deste tipo sido isolados
e caracterizados [85,87-89,94]. Recentemente, tem sido salientada a importancia destes
intermedidrios na reavaliagdo e/ou reinterpretacéio de alguns dos mecanismos de
oxidacdo pelo Cr(VI) anteriormente propostos {85,88,89,94-96 1, com especial pertinéncia

em estudos que se referem a reducio bioldgica do Cr(VI) [24,85].

Se a reducio do Cr(VI) se der na presenca de ligandos complexantes (N3, SOz~
H,PO,), ou guelantes (C,0 42, HP50+27), os produtos resultantes tanto podem ser o
hexaquaido de Cr(IIl), como complexos de Cr(Il[) com ides pouco reactivos ou outros
agentes redutores presentes em solugio, que coordenam quer na forma reduzida quer na
oxidada. Estes complexos parecem formar-se via espécies intermedidrias de Cr(V) efou
de Cr(IV), que sendo, em principio, bastante mais labeis que o Cr(Ill), sio
posteriormente reduzidos a complexos de crdmio neste iltimo estado de oxidacdo

[19,97.98].
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2.2 - Reacgies de reducio de Cr(VI) por tidis

221 - Importincia de moléculas bioldgicas com grupos tiol como redutores

de Cr(VI)

Com o objectivo de compreender e de esclarecer os mecanismos associados a
toxicidade do crémio, a reducdio de Cr(V1) por moléculas bioldgicas com grupos tiol

tem dado origem a grande nidmero de trabalhos nesta drea | 1,27,52,60,72,99].

Como jd referimos no Capitulo 1, o crémio, especialmente no estado de
oxidacgdo +6, além de ser considerado mutagénico em sistemas celulares (bactérias,
mamiferos), também é carcinogénico, contrariamente ac que, lem principio, se verifica
com o Cr(lll) que parece ser pouco activo nos mesmos sistemas [1,6,52,71,72}. Sendo a
entrada de crémio(VI) nas células explicada pelo modelo de "entrada-reducgido”
[10,52,100-102], a sua reducfo posterior pode ter lugar no citosol, nos mitocdndria, no
reticulo endoplasmético ou no niicleo, efectuada por moléculas simples de baixo peso
molecular {cisteina, glutationa, ascorbato), por macromoléculas (proteinas), ou ainda
pelos sistemas enzimaticos [26,27,52,56,72,99,102-104] {Ver Figura 1.5). Como o Cr(Il{),
apds ter sido reduzido, tem a possibilidade de formar complexos estdveis com alguns
dos componentes intracelulares, nomeadamente com os redutores ja citados, com
proteinas ou mesmo com o ADN, vai interferir desse modo nas funcdes biolGgicas

daqueles componentes [5,71,72].

Ao pretender eleger os componentes intracelulares que, a pH fisioldgico,
possuem mais hipéteses de actuar eficazmente no processo de redugdo do Cr(VI),
devem ter-se em conta os respectivos potenciais de redugdo, a sua capacidade de
interferir por complexac¢io na estabilizacio de intermedidrios, além de factores
cinéticos. Aquele pH, nfo se observa reducfo com alguns dos dcidos carboxilicos
redutores que, & partida, satisfariam os requisitos adequados quanto ao polencial de
redugio (4cidos formico, oxdlico, malico, pirivico, por exemplo) [52,99]. Noutros

casos, como com o 4cido lctico, o cromato acaba por ser reduzido, mas a cinética é
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demasiado lenta, tornando-o, provavelmente, num redutor irrefevante a nivei
intracelular {99]. Se se compararem velocidades de redugio de Cr(VI) com diversos
componentes intracelulares, in vifro e em condicdes fisioldgicas, pode verificar-se que,
para além do que acontece com o dcido ascorbico, as velocidades mais elevadas

pcorrem com compostos que contém um "ambiente" do tipo tiol [52,60,61,99,100].

Apesar do crémio ser um dcido "duro” e do enxofre uma base "macia”, o grupo
tiol, SH, interacciona, de um modo particularmente eficaz, com o ido cromato (a
espécie de Cr(VI) predominante em solugdes neutras - Ver Tabela 2.1). As substincias
que contém este grupo sdo, assim, especialmente efectivas na redugiio do Cr(VI), tanto
mais que também se sabe que em reacg¢des redox de esfera interna, o dtomo de S é uma

ponte muito eficiente na transferéncia de electrdes [17].

O estudo da redugio do Cr(V1) por tidis, quer eles sejam metabolitos naturais
ou compostos modelo, tem, assim, uma importincia fundamental no desenvolvimento

do conhecimento das condigGes de reacgdo e dos mecanismos de reducio do Cr(VI).

Os compostos com ligagdes metal-enxofre sdo, de um modo geral, objecto de
estudo intensivo, especialmente no que se refere a sistemas modelo de processos
bioldgicos que envolvem metaloproteinas, como sfo os casos, por exemplo, das
proteinas com ferro do tipo ndo-heme, das "proteinas azuis de cobre”, como a

plastocianina e das ferredoxinas [15,105,106].

2.2.2 - Principais redutores intracelulares

2.2.2.1 - Glutationa

Dos redutores intracelulares que contém enxofre deve destacar-se a glutationa,
nas suas formas reduzida e oxidada, designadas por GSH ou por GSSG,
respectivamente. Trata-se de um tripeptideo, y-glutamil-L-cisteinil-glicina, que ocorre
naturalmente nas células e & considerado o tiol mais abundante (2-8 mM) no sen

interior (2-3 mM em eritrécitos, 7mM no tecido hepitico) [9,72,106,107]. Na forma
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oxidada, a glutationa estd também presente nas células: nos eritrécitos, por exemplo, é
cerca de 1% da concentracdo de GSH. Tanto a glutationa reduzida como a oxidada,
combinam um elevado ndmero de grupos funcionais hidréfilos com um baixo peso
molecular, o que lhes confere uma solubilidade elevada em 4dgua. Constituem, por isso,
um sistema tiol/dissulfureto biologicamente adequado & interconversio rdpida entre
dois estados de oxidagiio [72). Por exemplo, na protec¢iio das membranas celulares, a
GSH é oxidada a GSSG a rﬁedida que s@o consumidos hidroperdxidos, numa reacgio
catalisada pela glutationa peroxidase, Participa na reducio de dissulfuretos de proteinas
e de outras moléculas e pode formar conjugados, que tanto podem ser de origem
enddgena como exdgena. Pode condicionar, além disso, o comportamento quimico de
18es metdlicos, reagindo com eles, isto €, complexando-os e/ou contribuindo para a sua
reducdo intracelular, influenciando desse modo o seu metabolismo e toxicidade

[101,106,108-111].

Ha alguns anos, Cupo e Wetterhahn [112}, observaram que o cromato causava
um nimero muito elevado de "quebra de cadeias” (strand-breaks) em células hepaticas
de embrides de frango se, previamente, lhes tivesse sido adicionada GSH. A partir
daquela observagdo, foi posta a hipétese de que a interacgfio cromato/GSH fosse, de
algum modo, responsdvel pelo metabolismo e pela toxicidade do Cr(VI), isto &, pela
formac8o intracelular de espécies capazes de danificar o ADN [55,56,71,101,112]. Em
condigdes fisiolégicas, a GSH reage com o Cr(V1), in vitro [52,99-101,107}, dependendo
da concentragdo deste redutor, e aumentando com ela, a capacidade de, na sua

presenga, o Cr(VI) provocar danos no ADN [112-114].

Aaseth er al [9], por exemplo, verificaram que lisatos de eritrécitos reduziam
rapidamente o Cr(VI), tendo relacionado este facto com a presenga de GSH no interior
daquelas células. Foi também observado que o Cr(VI), ao contrdrio do Cr(III),
penetrava nos eritrécitos quase quantitativamente, num curto espago de tempo [9]. No
entanto, se extracelularmente fosse adicionada glutationa, a quantidade de Cr(VI) que

entrava nas células diminuia de maneira dristica. E se, no interior das células, os
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orupos tiol da GSH fossem inibidos por intermédio de agentes bioqueadores do grupo
SH, a entrada de Cr(VI) também diminuia, indicando assim que a GSH desempenhava
um papel importante na entrada e na reducéo intracelular do crémio. A ac¢do directa da
GSH sobre eritrécitos intactos foi também estudada por RMN de protdo, observando-
se, por adicio de cromato, o desaparecimento quase total do espectro de GSH,

contrariamente a outros componentes celulares [115].
2.2.2.2 - Cisteina e penicilamina

A cistefna € um aminodcido relativamente abundante nos organismos vivos (no
plasma sanguineo humano a sua concentragio € de cerca de 10 mM). Este aminoacido,
por si 6 ou como residuo de proteinas, pode actuar como ligando privilegiado em
processos de coordenacgio de proteinas a metais, devido 4 grande afinidade que, em
geral, se verifica entre o dtomo de S e certos metais (Tabela 2.3). O seu grupo -SH
participa, além disso, e muitas vezes em simultdneo com processos de complexagdo,

em reacgdes de oxidagio-redugio [ 105,106,108].

Proteina/lao metalico "Locais de coordenacio" a metais
Azurina/Cu(Il) S(cisteina); 2 N (histidina)
Rubredoxina/Fe(I1) 4 8 (cistefna)
Plastocianina/Cu(Il) S(cisteina); S(melionina), 5 Na(histidina)

Tabela 2.3 - Alguns exemplos de proteinas contendo i8es metdlicos coordenados por residuos de cistefna

{adaptado de [108], pg. 770)

A penicilamina, por sua vez, embora seja um aminodcido que nfo ocorre
naturalmente, pode considerar-se derivada da cisteina por metilagio dos dois 4tomos de
H ligados ao meémo dtomo de C que o grupo SH. Este composto € um bom modelo de
aminodcido natural para verificar, por exemplo, o efeito de um ambiente

estereoquimico mais volumoso que o da cisteina. Estas diferengas entre a penicilamina
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e a cisteina revestem-se de grande importancia no estudo de relacBes entre velocidades
de redugio, de Cr{VI), por exemplo, em que estdo implicados factores de impedimento;

estereoquimico (Ver Capitulo 3).

O tsémero D- da penicilamina, que € utilizado no tratamento da doenga de
Wilson provocada pela acumulacdo de cobre no organismo, tem uma actividade
terapéutica distinta da do seu outro isémero -, que é téxico [ 108]. Este amincacido
também tem sido usado no tratamento da artrite reumatéide e parece provado | 105] que
um determinado complexo de D-penicilamina com cobre apresenta uma actividade

antiinflamatdria acentuada.

A capacidade da penicilamina formar complexos estdveis com metais estd
também na base da sua utilizagdio em tratamentos de intoxicagdo por metais pesados,
tais como o chumbo ou o merciinio { 105]. Sugiura ef ai [ 116], estudaram também a accio
deste aminodcido no processo de desintoxicagio por complexacio, do crémio ligado &

hemoglobina.
2.2.2.3 - Acido asedrbico

O 4cido ascérbico, conhecido por vitamina C, encontra-se numa grande
variedade de plantas e de animais. Sendo essencial ao homem, nfo é produzido por ele
e como a sua fonte é apenas nutricional, € necessdrio ingerir diariamente 30-60 mg
deste composto. Desde 1955 que € utilizado no tratamento e na protecgio de
trabalhadores expostos a vapores de dcido crémico, sendo usado na impregnacio do
material aplicado em méscaras respiratérias protectoras usadas por aqueles

trabalhadores {52,117].

Apesar de ndo ser um composto tidlico, o dcido ascérbico é hoje considerado
um dos redutores do Cr(VI) mais eficazes no interior das células [52,99,101,117-118].
Num trabalho recente [119] aponta-se para que, no figado e nos rins de ratos, in vivo, o
ascorbato seja o principal redutor nfo enzimatico do Cr(VI). Ha também evidéncias de

que nivels crescentes de ascorbato nas células facam aumentar o niimero de "ligac¢Bes
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cruzadas”, induzidas pelo Cr(VI), entre ADN e proteinas. Comparagdes feitas entre a
cinética de reducgdo de Cr(V1) por GSH e por ascorbato, mostraram que este dltimo, in
vitre e em condicdes fisioldgicas, reduz mais rapidamente o crémio(VI), observando-
se mesmo sinergismo quando aqueles dois redutores sfo usados simultaneamente

1120,121,122].
2.2.3 - Quimica des redutores biolégicos considerados
2.2.3.1 - Quimica de oxidac¢io-reducio

Como vimos, o potencial de redugiio do par Cr(VI) / Cr(IlI), é + 0.52 V, a pH
fisioldgico. Portanto, muitas das moléculas de baixo peso molecular que existem no
interior das células tém condi¢des para actuar como redutores do Cr(VI) af presente

(Tabela 2.4).

Com excepe¢iio do dcido ascérbico, o metabolismo e o papel bioldgico destes

redutores estfio estreitamente relacionados com a oxidagio do grupo -SH.

Redutor E°°/V Ref®
Glutationa® -0.24 [109]
Cisteina -032 1991

Penicilamina —

Ascorbato +0.08

Tabela 2.4 - Potenciais de redugiio dos principais redutores biolégicos (e andlogos), encontrados no
interior das células (pH=7; 25°C) #Dificil de determinar, pois formam-se complexos tiol-metal na

superficie dos eléctrodos

Em processos biolégicos, o grupo tiol €, em geral, oxidado a dissulfureto,
podendo, nalguns casos, a oxidac@o estender-se a 4cido sulfinico ou mesmo a 4cido

sulfénico (2.7):

RSH -—> RSSR -——--> RSO,H -——-> RSO;H @7

-1 0 +3 +5 (n® de oxidagiio do dtomo de S)
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Um outro aspecto importanie a considerar no papel bioldgico dos tidis € a sua
grande reactividade em relagiio a radicais livres. As reacgdes (2.8) e (2.9), podem ser
tomadas como representativas de processos de eliminacgdo de radicais livres por tidis

[72,1221:

RSH + R™ -=> RS- + RH (2.8)

RS* + RS* > RSSR (29

No caso do dcido ascérbico, ou do ascorbato, conforme a espécie predominante
em solugdo, e tal como se verifica com a glutationa [27.99], a reducdo de Cr(VI) d4
origem a intermedidrios de Cr(V), de tempo de vida relativamente longo, assim como a
radicais livres (o radical ascorbato, A- ou o radical dcido ascdrbico, HA-, se apenas for
transferido um electréo, pois no caso de haver transferéncia de dois electres, o produto
da reacgio de reduclio é o acido dehidroxoascérbico) [58,117]. Apesar do 4cido
ascérbico ser muito estdvel em solugdo dcida na auséncia de oxigénio, em ambiente
neutro ou alcalino é rapidamente oxidado a 4cido dehidroxoascérbico e posteriormente,
devido i instabilidade do anel lactona, a outros produtos inactivos (dcido oxélico, por

exemplo) [117,123].

Todas estas reaccGes sfo catalisadas, de um modo geral, por ides de metais de
transigdo, em particular por cobre(ll) e por ferro(IH), mesmo que presentes apenas em

quantidades vestigiais [ 106,108,109].
2.2.3.2 - Quimica de dcido-base e quimica de coordenacio

Além das propriedades oxi-redutoras, ¢ importante referir também as
propriedades dcido-base e respectivas capacidades de complexagio das moléculas que
temos estado a considerar. Em todas elas existem pares de electrBes nio
compartilhados, que lhes dio a possibilidade de actuarem como potenciais ligandos. Ao

complexarem com i8es metilicos, a densidade electrénica dos seus grupos dadores
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varia, por deslocalizacdo para outras partes da molécula, alterando o seu

comportamento guimico, apds complexacio { 106,108].

i} ~ Glutationa

(a)
COH co;
SH 5
NH; NH]
“z/ co; % kria/ co; {m
CO,H co; co;
SH SH 5-
NHZ NH3 ks NH,
CO?H k? kZl COE klZd k|243 COi
XX Co; / X Co; =
SH 5H
NH; NH,
CO,H C0;
(b)
12
N -
—
=]
g
@
=
L
]
]
2]
=

Figura 2.1 - a) - Esquema de ioniza¢io da GSH em solugio (constantes microscdpicas); b) - Especiacio
das vdrias formas protonadas da GSH, em fungo do pH (I=fracgaio molar) {109]

Na gama de pH de 1 a 13, quatro dos seus grupos funcionais estdo envolvidos
em reacgdes de dcido-base (grupos carboxilicos: pka + 2 /+3.5; grupo sulfidrilo: pka +
9, grupo amdénia: pka + 9.5), o que é demonstrado pelo elevado niimero de espécies

possiveis de existir em solugo (Figura 2.1).

A pH neutro, o isémero predominante da glutationa reduzida possui oito locais
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de coordenagdo disponiveis: duas ligagdes peptidicas. dois grupos carboxilicos, um
grupo amina e um grupo tiol, que possibilitam vérios fipos de coordenagdo (Figura 2.2).
Por razdes de estereoquimica. no entanto, dificilmente se poderdo coordenar mais de
trés grupos a um mesmo centro metdlico. A sua quimica de coordenagdo €
caracterizada, por isso, pela formagido de variados complexos protonados efou
polinucleares [106,109]. Por vezes, a GSH coordena-se apenas na sua forma oxidada,
apds ter reduzido o ifo metdlico respectivo, como acontece no caso do Cu(ll) [106] e,
pelo menos nalgumas situagdes, também no caso do Cr(VI) [124]. Portanto, hi que
nunca negligenciar a possibilidade de ocorrerem "simultaneamente" reacgdes de
complexagio, de oxidagio-reducéo e de dcido-base, as quais, em geral, acabam por ser
processos ndo dissocidveis. Considerando a abundéncia de GSH nas células, o nimero
de locais de coordenacfio e a afinidade do grupo sulfidrilo para se coordenar a certos
metais, hé, por isso, grande probabilidade de que, in vivo, se formem complexos de
Cr(HI) com GSH, reduzida ou oxidada, como discutiremos posteriormente (Capitulo 3,

Secgdo 3.5).

Figura 2.2 - Potenciais locais de coordenacfio na GSH

Apesar da literatura referir alguns trabalhos sobre a obtengfio € a caracterizagio
de compostos com aquele metal [52,124-126], nfo foram ainda determinadas quaisquer
estruturas cristalinas capazes de esclarecer os locais exactos de coordenagfo neste
tripeptideo. A eventual presenga, nesses complexos, de determinados tipos de ligacGes,

nomeadamente da ligacdo Cr-S, excepcionalmente 14bil em complexos de Cr(IIl), pode
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influenciar e vir a explicar o comportamento deste tipo de complexos em sistemas
bioldgicos. Contudo, apesar da existéncia daquela ligacfio ter sido proposta nalguns

casos, em nenhum deles conseguiu ser devidamente comprovada | 124,126].
ii) - Cisteina e penicilamina

A cisteina e a penicilamina possuem trés grupos funcionais (COO~, NHz e S7)
susceptiveis de se coordenarem a 18es metdlicos. A desprotonagio dos grupos amina e
tiol t&€m lugar em paralelo, pois sfio processos com valores de pk, praticamente
sobrepostos, embora o grupo tiol seja menos acidico que o grupo amina protonada
{Tabela 2.5). O grupo SH, na penicilamina, tem um carfdcter um pouco matis basico que

na cisteina, devido ao efeito de repulsao electrénica dos grupos -CH, | 105, 108,127].

Redutor pkyy (a-COOH) pkao (NH3+) pky3 (SH)
Cistefna 1.91 " 8l " io2g ¢
Penicilamina 1.60 . 792 10.6 "

Tabela 2.5 - Constantes de acidez dos aminodcidos cistefha e penicilamina [108]

Como ligandos, estes aminodcidos apresentam uma natureza ambivalente. [sto
é, o tipo de complexos que podem formar, depende das condigdes experimentais da

sintese, especialmente do pH, e das caracteristicas de cada ifo metélico.

De modo geral, a cisteina € a penicilarnina formam complexos semelhantes com
o mesmo tipo de catides metilicos, mas, no caso da penicilamina, os dois grupos metilo
impedem o dtomo de S de actuar como ponte entre dois centros metilicos, nfo

permitindo a formagao de estruturas polinucleares [106,127].

Os dissulfuretos de cisteina e de penicilamina, formados por oxidacdo, podem
coordenar-se com metais da 1* série de transigdo pelas "pontas” de cada molécula, ou
seja, pelos atomos de O e de N, ndo se observando qualquer interac¢iio com o

"ambiente" -S-S-. No entanto, se os ¢entros metédlicos forem de natureza "macia”,



Cap. 2 - Reacgdes de redugiio de Cr{VI) ——33

como, por exemplo, o Pd(II), estudos efectuados por DC e por 'H RMN apontam para a

formacio de lisagdes fortes M-S com o grupo dissulfureto | 108].

Na Tabela 2.6, apresentam-se algumas constantes de estabilidade de complexos

de metais de transi¢iio com cisteina e com penicilamina.

Dada a semelhanga entre os dois amino4dcidos coordenados, as constantes de
estabilidade dos complexos de Cr(IlI) com aqueles ligandos parecem-nos demasiado
dispares entre si (Tabela 2.6), o que altds n3o se verifica para 0s complexos com outros’
metais. Na formacdo do bis(cisteinato)cromato(lll), a referéncia {128] é bastante
confusa quanto ao tipo de complexos formados, ndo sendo claramente referido se a
cisteina se encontra coordenada ao Cr(1Il} de modo bidentado ou tridentado. Como as
condigBes experimentais utilizadas sdo omissas, nomeadamente quanto ac pH das
solugdes, ndo € possivel explicar aqueles valores, nfio se podendo, por isso, tirar deles o
partido necessario para fazer comparacdes entre os complexos de Cr(I1l) que se formam

com aqueles dois ligandos.

180 metalico Aminodcido logKy logK o logK3 Ref*
Crain L-cistefna (1) 8.32 (8.05) 7.69 (7.45) 6.94(6.32)(2) [18]
L-penicilamina 1597 12.42 - [127}
Co(IT) L -cisteina 93 16.6 L [os] ®

L-penicilamina e — e

Ni(II} I.~cistefna 9.8 207 — #
L-penicilamina 10.63 2297 — "
Zn(1n) L-cistena 9.04 18.12 — ”
L-penicilamina 9.5 1940 — "
Cd(m I ~cisteina 12.9 19.6 — "
1 -penicilamina 12.68 20.68 — "

Tabela 2.6 - Constantes de formacdc de complexos tridentados com L-cistefna e L-penicilamina; (1)
constantes determinadas por métodos espectrofotométricos ou potencioméiricos (enire paréntesis); (2)
[1281; logK3 ndo € considerado na ref® [ 108]; (3) Ref* [108], pg.743
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iii) - Acide ascérbico

A caracteristica mais notdria da estrutura do acideo ascérbico, determinada por
Raios-X, é o arranjo ceto-endlico do seu anel (Figura 2.3)}. E um 4cido forte, devido &
presenca do grupo endlico (o H do grupo 3-hidroxil é .0 protdo-mais acidico) e, por
exemplo, uma solugdo aquosa deste dcido, a 2 %, tem pH 2.8. Como os valores dos
seus pk, sfo 4.12 e 11.52, a espéeie predominante em solugdo a pH fisiolégico, é o

anifio ascorbato [$9,117].

Figura 2.3 - Estrutura cristalina do deido ascérbico | 117)

O 4cido ascérbico forma compostos de coordenagio com praticamente todos os
metais de transicdo, actuando, em geral, como ligando bidentado. Ao coordenar-se, na
sua forma ceto-endlica, normalmente pelos dtomos de O, forma anéis estdveis de cinco
atomos [117]. Recentemente, no entante, foi determinada a estrutura cristalina de um

complexo com Pt(II), que possui uma ligacio metal-carbono [129].

Concluindo, a redugfio "bioldgica” do Cr{VI) efectivada por redutores que estéo
presentes intracelularmente e cujas caracteristicas foram discutidas neste capitulo, pode
levar a formacfio de compostos de coordenagio entre o centro metdlico e os diferentes
redutores (que sdo ligandos potenciais). O tipo de compostos obtidos depende destes
tltimos, dos diferentes centros metilicos e da preferéncia destes por determinadas
geometrias, as quais condicionam o tipo de coordenacio que se estabelece com os
dtomos dadores dos redutores considerados, além de depender do pH do meio e de

outros factores, como, por exemplo, de factores estereoquimicos.
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3. Cinética de reaccoes de

reducio de Cr(VI) por ti6is

3.1 - Intreducio

A capacidade redutora e as concentragdes {isioldgicas intracelulares de alguns
compostos, como a glutationa e a cisteina (Ver Capitulo 2), associadas a algumas das
suas func@es bioldgicas, como por exemplo, a protecgio das células, pela glutationa,
contra a acgdo de agentes oxidanies [109], t&m feito destes redutores os alvos
privilegiados dos estudos de reducgfio de Cr(VI) por ti6is. Encontram-se, por isso, na
literatura um ntimero razodvel de trabalhos nesta 4rea, a maioria dos quais efectuada em
meio dcido [21,73,74]. Porém, dada a importincia de que continua a revestir-se o estudo
dos mecanismos da toxicidade do crémuio, tem crescido o interesse por conhecer o
comportamento destes sistemas em condigdes fisioldgicas [52,60,99,100,130-133 ], sendo
as reacgBes de redugio de Cr(VI) por tidis, propostas, habitualmente, como modelo da

reducfo intracelular do crémio(VI) [72].
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Quando se comparam resultados cinéticos obtidos em estudos diferentes, somos
confrontados com uma grande diversidade de condig¢es experimentais, o que nio
facilita a interpretagiio dos mesmos [60,99,100]. PGem-se-nos também algumas questdes
quanto i razoabilidade das propostas de mecanisimo apresentadas e quanto i
interpretacdo e significado de alguns dos pardmetros cinéticos obtidos [99,100[. A
formagdo e a decomposicio de intermedidrios, bem como a identificacio e
caracterizacao dos produtos finais destas reacgOes, sdo também questBes que estdo ainda

longe de ser cabalmente conhecidas [24,60,99,100,124,127].

-

O objectivo geral deste Capitulo &, de um modo geral, contribuir para o
esclarecimento dos mecanismos de reducdo de Cr(VI) por redutores bioldgicos. O
trabalho experimental aqui descrito teve em vista a obtengfo de resultados susceptiveis
de esclarecer algumas das questdes postas atris.

Em resumo, foram estudadas:

1) - reaccgdes de redugfio com redutores do tipo referido (glutationa, cisteina e
penicilamina), por espectrofotometria de UV/Vis e por "stopped-flow", tendo esta
tiltima técnica sido usada para investigar, em algumas daquelas reacgdes, o(s) passo(s)
inicial(is) muito rapido(s);

1) - a formacio ¢ a decomposi¢io de intermedidrios nas reacgbes referidas na
alinea anterior, por técnicas espectroscopicas (UV/Vis, DC, Raman), numa tentativa de
esclarecer as respectivas estruturas;

iii) - a obtengo, identificagio e cinética de formacio dos produtos finais das

referidas reacgOes;
3.2 - Mecanismos de reducfio de Cr(VI) por tidis

As reacciio associadas a reducgfo do crémio, desde o estado de oxidagio +6 ao
+3, comportam a passagem por dois estados de oxidagfo intermédios (+4, +5).
Contudo, apesar da diversidade e da complexicidade desses processos, € possivel, com
base na literatura [21,60,,73,74,99,100], generalizar um mecanismo comum, aplicdvel tanto

as reaccOes em meio dcido como as efectuadas em meio neutro, desde que as restrigdes
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inerentes a cada um destes casos sejam salvaguardadas.
Na presenca de excesso de tiol (RSH). pode, assim, esquematizar-se o

mecanismo seguinte:

'+ RSH <> Cr¥1-SR -+ Hr K, =k /k_)) (3.1)
Cr¥l.SR + HY > CrY kK, (3.2)
CrM-SR + RSH - > Cr'Y + RSSR + Ht Kk, (3.3)
20N > CrY o+ G ks (3.4)

No passo inicial da reacgdo forma-se um complexo intermedidrio entre uma
molécula de Cr{VI) e outra de tiol, um tioéster de férmula geral CrVt - SR, na proporgéo
de 1:1 @.1). Esta espécie decompde-se posteriormente, por redugio catalisada por 4dcido
(3.2) e por reac¢do com uma segunda molécula do tiof (333 (se o meio for neutro a
reducdo di-se apenas por aquele segundo passo). Finalmente, tem lugar a reacgio que

d4 origem a complexos de Cr(I1I} (34).

Nestas reacgBes, os intermediarios tioéster sio analogos aos ésteres que, de
modo geral, se formam em quaisguer outras reac¢des de reducio de Cr(VI) e tém sido
observados com variados redutores contendo enxofre, tanto em meio acido [21,73,74}

como em meio neutro [52,99,100,132] (Ver Capitulo 2).

Para o mecanismo atrds referido, pressupondo um passo inicial de pré-

equilibrio, pode deduzir-se a seguinte lei de velocidade:

31INa redugiio do tiodster, em meio neutro, além da reacgio com uma segunda moléeula de tiof, passo
em que s0 estid envolvida a transferéneia de dois electrdes, Connett et af [$9], por exemplo, proptem um
oultro passo aliernativo, em que se dd a reduglio unimolecular do tiodster, com envolvinento de um dnico
electriio, podendo formar-se intermedidrios de Cr{V) e radicais livres:
RS-Cr V1 v > Cr ¥ + RS

A mtroducio deste passo no mecanismo da reacgio € devidamente fundamentada, pois que, neste tipo de
reacedes, foi identificada a formacdo dos radicais livres cisteinil e glutationil [ 132-134]. A presenca destes
radicais pode ter uma impertancia fundamental no que se refere a danos a nivel de ADIN causados

indirectamente pelo crémio(VI), como verémos mais detalhadamente no Capfitulo 6.
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d [CrVD)] K, (k' [H*] + ko [RSH]) [RSH] [CK(VD)]
— — . (3-5)
dt I + K, [RSH]

O termo que engloba o factor [H*] pode ser desprezado, desde que o meio seja neutro
[52,99,100]. A lei de velocidade (3% transforma-se, entdo, em (36), podende os
pardmetros a e b assumir significados diferentes, conforme o mecanismo que se

constdere aplicivel & formagio e posterior decomposi¢io do intermedidrio tioéster.

d [Cr{VD] ab [RSH]? [Cr(VD)]
— {3.6)

dt I + b [RSH]

De um modo geral, sdo propostos dois tipos de mecanismos para estas reaccGes:

1) - um mecanismo de estado estaciondrio, aplicado ao intermedidrio tioéster, se
a sua concentragiio se mantiver praticamente constante durante os passos (3.1) e (3.3). A
velocidade de formacio do tioéster deverd ser lenta, quando comparada com a

velocidade posterior de redugdo e, nesse caso:

a:kl; b:kzllk_l

ii) - um mecanismo de pré-equilibrio, em que o intermedidrio tioéster € formado
num passo inicial rapido (3.1). A reduclio posterior deste intermedidrio € o passo
determinante da velocidade de reacgio (3.3), correspondente a constante de velocidade

k5. Neste caso, entdo:
a=k, ; b=K; (K =constante de equilibrio)

Os dois tipos de mecanisinos sdo, de algum modo, "ditados" pelos valores dos
paridmetros a e b, os quais sfo calculados a partir dos resultados experimentais. Estes
valores, ao darem indicagBes acerca das constantes cinéticas e termodindmicas das
reacgtes e da formagio e decomposicio dos intermedidrios levam, entfo, 4 atribuicio, a

cada uma das reac¢des em questio, de um dos mecanismos referidos [60,99,100].
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3.3 - Estudos cinéticos de reducio de crémio(VI)

No trabalho descrito neste Capitulo, as reac¢des de redugiio de Cr{VI) pelos
vérios redutores tidlicos, foram estudadas por espectrofotometria de UV/Vis, reacges
de reducfio com GSH, e por "stopped-flow" (cinética de paragem de fluxo), reacgGes de

reducfio com cisteina ¢ com penicilamina.

Sempre que tal se tenha julgado relevante para a compreenséio dos resultados,
sio apresentados alguns detalhes experimentais ao longo do texto, em tabelas ou em
graficos e figuras, embora no Capitulo 7 (Secgio A) seja feita uma descrigio

pormenorizada das experiéncias efectuadas.
3.3.1 - Estudos cinéticos por espectrofotometria de UV/Vis (meio neutro)

Com base na literatura [21,22,52,73,74,99] e em experiéncias preliminares, que
permitiram optimizar as condigdes experimentais a ufilizar, foram escolhidos os
comprimentos de onda adequados para seguir o curso das referidas reac¢des por
UV/Vis: 372 nm para o desaparecimento de Cr(VI), no midximo da banda de
transferéncia de carga caracteristica do ido CrO,2-, espécie de Cr(VI) predominante em
solucio a pH 7 [80] e, também, alguns outros comprimentos de onda a volta de 440 nm,
destinados a detectar a formacdo e o desaparecimento de intermedidrios do tipo tioéster.
Os dados obtidos para a variagdio de absorvéncia em func¢do do tempo aos vérios
comprimentos de onda considerados, foram analisados e tratados de acordo com

tentativas de ajuste a leis simples de velocidade.
3.3.1.1 - Resultados

A intepsidade da banda a 372 nm diminui no decorrer da reacciio, tanto mais
rapidamente quanto maior a concentragio de GSH, sendo aquela diminuicio
acompanhada por um ligeiro deslocamento do seu maximo para maiores comprimentos
de onda (Figura 3.1). Este resultado estd em concordiincia com a substituigdo de um
atomo de O por um dtomo de S na esfera de coordepacio do crémio, guando se forma

um tioéster como intermedidno [73,74,99,100].



40

Cap. 3 - Cindtica de redugio de Cr{VI[} por Lidis

Aobs-Ainf ——  |GSH}=RO mM
—+—— [GSH]=60 mi{
———  [GSH]=40 mM
—0—— [GSHI=30 mM
O [GSH=20 mM

\ —a—  [GSHJ=10 mM
2 \

tempo/min

Figura 3.1 - Diminui¢fo da absorviineia com o tempo, correspondente & reacglio de redugiio de Cr{V1) por

GSH; [Cr{V])]=1mM; [GSH]=10, 20, 30, 40, 60 ¢ 80 mM; pH = 7.0; temperatura ambiente; A =372 nm

A formagcio da espécie intermedidria observa-se pelo cre;scimento de uma banda
entre 430-450 nm, detectavel nos espectros obtidos ao longo do tempo de reacgiio. As
velocidades de formacio e posterior decomposiciio deste intermedidrio sfo tanto mais
rdpidas quanto maior a concentragfio de glutationa. Na Secgfio 3.4.2 € estudada e

discutida a formac#io e a decomposicdo deste tipo de intermedidrios.
3.3.1.2 - Discussio dos resultados

Embora as reacgdes de redugiio se tenham processado em condigdes de pseudo-
primeira ordem (1 Cr(VI): 10-80 GSH), a diminuicio da concentragio de cromato ao
longo do tempo, nfo se rege, na sua globalidade, por uma lei de velocidade simples. A
representacdo grafica dos resultados apenas € linear (em termos de uma cinética de 1*
ordem) no inicio das reac¢des (2-3 minutos no caso do redutor com concentragio mais

elevada, Figura 3.2).
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Figura 3.2 - Vartacio de ln(A ghg-A ) com o lempo, em condigbes de pseudo-primetra ordem, para

diferentes concentragBes de GSH (reacedes scguidas a 372 nm)

A verificagdo da nio linearidade na totalidade destas reacgdes de reducgio j4
antes havia sido referida por Connett ef af [99] e, mais recentemente por outros autores
[132], que lhes atribuiram um cardcter bifdsico, ou mesmo multifdsico [52], apesar de
algima literatura fazer esperar o contrdrio [100]. A diminuigfo inicial, muito rdpida, da
concentragio de Cr(VI) € também citada em varios outros trabalhos [113,135]. Branca et
al [135], por exemplo, observaram, por polarografia diferencial pulsada, que durante os
trés primeiros minutos de reaccfio, S0% da totalidade do Cr(VI) era reduzido pela
glutationa, o que, aparentemente, ndo foi tio extenso no trabalho de Connett er al {99].
Estas diferencas talvez possam ter explicagfio na utilizagio, neste 1iltimo trabalho [99],
de solugdes tamponizadas com Tris.HCI, uma vez que este tamp#o parece catalisar este

tipo de reacgdes [113] {Ver Tabela 3.3, a frente).

Numa primeira tentativa, o cdlculo das constantes de velocidade daquelas
reaccOes fol efectuado a partir da tangente da representagfio grafica de In(A jp-A o) em
fungdo do tempo (método de integracio), usando apenas as primeiras partes, lineares,
dos referidos graficos (Figura 3.2). Foi igualmente tentado o método das velocidades
iniciais, j4 que assim era suposto evitar-se a interferéncia dos intermedidrios que
demoram "um certo tempo" a comecar a formar-se. No entanto, os resultados obtidos

apenas evidenciaram a falta de precisdo no cdlculo daquelas constantes, por se terem
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apenas alguns pontos no inicio da reacgdo, aspecto que € mais acentuado para as
reacgbes em que se utilizaram concentragdes de redutor mais elevadas, que sdo as

reacgOes malis rapidas.

Na Tabela 3.1 estdo comparados os resultados obtidos neste trabalho com os de
um outro efectuado em condi¢Oes experimentais andlogas, entretanto realizado e

publicado por outro grupo de investigagdo | 100].

IGSHY mM
Kol/s2 Kobe/s b Kep/5 Kot's de Kots/ d.f Kod/s dyg
i0 032 0.35 — — — —
20 1.45 1.06 1.81 527 3.71 3.6
30 344 2.80 -— o - -
40 3.56 3.08 572 12.1 8.58 8.0
60 - --- - 18.5 14.2 12.9
g0 11.94 3.44 - 352 20.8 18.8
100 — - --- 33.8 26.7 25.0

Tabela 3.1 - Constantes de velocidade de pscudo-primeira (kgps % 10%) para a reacgio de redugio de
Cr{V1) por GSIH; a)-Este trabalho: cdleulo a partir da representacio grifica de In(Agpg -A o2} em [ungiio do
tempo, em dgua, pH=7; b)-Este trabalho: cdleulo peio método das velocidades iniciais (idem); ¢)-Reacgiio
repelida nas mesmas condigfes experimentais de d), em dgua, pH=7; d)-Rel® [ 100}, pH=7, ¢)-Ref® [ 100],
cm HEPES, pH=7; [)- Ref* [ 100], em dgua: d), ¢) ¢ [} pelo método de integragiio); gh-Rel [100], em dgua

(mélodo das velocidades iniciais).

Como as constantes de velocidade observadas, de pseudo-primeira ordem, por
nds determinadas, tinham stdo, de um modo geral, inferiores as apresentadas no outro
trabalho [100], na tentativa de explicar as diferencas encontradas, comecou-se, numa
primeira abordagem, por identificar as condicBes experimentais exactas utilizadas
naquele estudo. Pequenas diferencas em alguns pormenores experimentais poderiam,
eventualmente, ter sido a causa dos diferentes resultados obtidos nos dois trabalhos
(outro método de adiciio de reagentes, capaz de possibilitar a obtengdo de maior nimero
de dados no inicio da reacgdo e utilizagdo de solucdes termostatizadas a 25°C). Foram,
assim, repetidas algumas das nossas primeiras experiéncias, exactamente nas mesmas

condigdes experimentais da referncia citada [ 100).
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Todavia. mais uma vez os resultados obtidos ndc foram coincidentes com os do
outro trabalho, embora fossem um pouco mais aproximados (Tabela 3.1). No entanto,
se forem representados todos os valores de k., em fungio da concentragdo de
glutationa, constata-se uma dispersdo de resultados comum a ambos os trabalhos, sendo
todos eles da mesma ordem de grandeza. Os valores numéricos de k,,y parecem, além
disso, depender do meio em que a reacgio se processa e serem sensiveis ao método de

determinaciio das constantes de velocidade.

Os pardmetros cinéticos a e b foram calculados de acordo com a lei geral de
velocidade referida na Secciio 3.2, equagio (3.6)32, apenas com base na primeira fase
ripida das reaccSes de reduc#o, sendo comparados, Tabela 3.2, com os obtidos em

situacdes andlogas.

Condicdes .
experim(fantais a (valor estimado) a(=k»)s-lmok ldn? b =K) Ref®
HoO; pH=7.0; 0.150 0,180 (=0.014) 64 (£24) EL
210C
HpQ; pH=7.0; 0.291 0321 (£0.130) 50 (£9.5) f100]
250¢
HEPES 0.05 M; 0.351(=0.011) 0.358 (z0.015) 131 (+59) "
pli=7.0; 259C
NaClOy; pH=7.0; 0.330(0.004) 0330 (z0.011) 01.5(x24) "
250
Tris.HCL (1M); - 0.20 (£0.03) 21 (&7) o1
pH=7.4: 250C
0.433 (1*fase,rdpida)
" o _— 37
0.068 (£0.0235)(27 fase) 521
Citrato { Q088 M);
— 0.078 (+0.002 231 (x4 132
1=0.41M; pH=6.6; (+0.002) = rs2]
25°C

Tabela 3.2 - Parimetros cinéticos calculados para a reacgio de reducdo de Cr(VI) com GSH (desvios

padrfio entre paréntesis); E.t.= este trabalko

32 ab [Tiol]2

1 + b [Tiol}
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A atribui¢do de um mecanismo de pré-equilibrio a reacgdo que temos vindo a
estudar, em que a=k- e b=K (Tabela 3.2), € justificada pelo facto de um valor elevado
do parametro b (K=constante de equilibrio) pressupdr a formacgéio do tioéster, Cr-SR.
em quantidade considerada razodvel, o que, alids, pode ser observado pouco tempo apds
o infcio da redugiio, pela cor laranja intensa da mistura em reac¢iio (Apngx de absorgio a
cerca de 440 nm). Argumentos idénticos tém sido discutidos na literatura para a redugio
de Cr(VI) por outros tio-redutores. O“Brien et ¢/ [100], por exemplo, baseando-se nos
valores de a e de b obtides a partir de resultados experimentais, concluiram que as
reacgbes de redugido do Cr(VI) por GSH e por dcido tiomdlico, em meio neutro, se
podia atribuir o tipo de mecanismo atrds referido, enquanto que para a reducio
efectuada pela cisteina ou por ésteres de GSH, era mats consistente considerar um

mecanismo de estado estacionirio.

Convém também focar que tem vindo a ser contestada a utilizacio de alguns
dos tampdes usados para manter constantes o pH e a forga idnica daquelas misturas em
reaccio. Kortenkamp e/ af [113], por exemplo, verificaram diferengas acentuadas nas
velocidades de reducio de Cr(VI) pela glutationa, em condi¢des experimentais idénticas
excepto quanto aos tampdes utilizados, tendo observado que, ao fim do mesmeo
intervalo de tempo, a percentagem de Cr(VI) reduzida variava substancialmente com o
tipo de tampéo (Tabela 3.3). Comparando o Tris.HCl com o HEPES, ou com o fosfato,

o primeiro interfere comprovadamente na velocidade da reducdo, catalisando-a [113].

Tampéo % de Cr(VI) reduzido

Fosfato 42

HEPES 76

Tris.HC! 90.5
s/tampéio (em NaCl) 95

Tabela 3.3 - % de Cr(VI) reduzido pela glutationa apds de 2.5 minutos de reacciio (pH=7.0); adap. de
(113}, Fig.4
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Em resumo, para estas reac¢des, embora havendo diferencas entre os valores de
kows € 0s pariimetros aeb por nés determinados e os da literatura, todos eles sdoda
mesma ordem de grandeza. As diferencas encontradas, embora possam ter alguma
origem em pormenores experimentais, resultam também da "aplicabilidade” de cada
método de tratamento de dados aos resultados obtides, da "atribuicdo” de um
determinado tipo de mecanismo que pressupde, a partida, a deterrminag@o de certos
parimetros e, mais provavelmente ainda, da demasiada simplificagio de um sistema que

j4a se adivinhava dever ser bastante complexo.

3.3.2 - Reducdo de Cr(VI) por glutationa: tratamento cinético de um

sistema bifasico

O sistema Cr(VI) / GSH, em meio neutro, jd tinha sido considerado como
bifdsico [99] ou multifdsico {52], o mesmo acontecendo em meio dcido [24]. Por isso, as
"anomalias" verificadas em rela¢io a um comportamento cinético simples de 1* ordem,
levaram-nos a efectuar um estudo aprofundado do comportamento cinético das referidas
reacgdes. Comecgou-se, assim, por estudar estas reacges durante periodos de tempo
mais alargados, ou seja, para além do(s) passo(s} inicial(is) de reducfo rapida. O "perfil
de redugtio"” observado, isto &, a variagdo de absorvincia na banda do cromato ao longo
do tempo de reacgio (Ver Figura 3.1}, sugeriu-nos um tratamento de resultados
pressupondo uma sequéncia de, pelo menos, dois passos, cuja cinética pudesse ser,
eventualmente, ajustada a uma equacgio capaz de traduzir um sistema de duas reacgdes

consecutivas de 17 ordem, segundo o esquema seguinte:

k1 ko
A ——=> B —- >

Os dados espectrofotométricos obtidos (variacéo de absorvéncia com o tempo, a
372 nm, no decorrer das reacgdes de reducdo), foram entfo ajustados 3 equagio ndo

linear (3.7) [ 136] 33.

33 Considerando D= A A + g B + e C (coeficientes de absortividade molar das espécies A, B, ¢ C),
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Abs =(ea - ¢ Yexp (kit) + k(e g - ec M exp (-kat) -~ exp (<K |01/ {(k1-ka) + e¢ (3.7)

Nesta equacgdo, ki e ko (constantes de velocidade para cada um dos passos
daquelas reaccdes) e ep (coeficiente de absortividade molar do intermedidrio B), sdo
parimetros desconhecidos, que vio sendo ajustados por um método iterativo, apds
serem fornecidas estimativas desses mesmos pardmetros [136,137]. Da resolucgido da
equacio (3.7) obtém-se dois conjuntos de solugSes, correspondendo um deles s
constantes de velocidade ki e ko (r;onsta.ntes observadas) referentes aqueles dois
processos. No Capitulo 7 - Secgiio A, sdo dados pormenores do tratamento matemdtico

efectuado.

3.3.2.1 - Resultados

T : 7 1
Abs [L' #
{372 nm) §h

3
cr
I T

5 %’vﬁm
| o u:".:..':'.?_:“m:’{‘:‘-'n ]
1 I i ! ]
0 20 40 60 80 * .

tempo/min

Figura 3.3 - Ajuste da equagdo (3.7) a variaclio de absorvincia com o tempo: [Cr{VI)] = 0.25x10= mol

dm3: [GSH] = 1.00 x 103 mot dm= (1 Cr(VI) : 40 GSH); pH=7.0 (HEPES 0.2 mol dm> )

O ajuste da equag¢do (3.7) aos dados de variacdo de absorvincia com o tempo foi,

[Ao]=1 e D= densidade dptica da mistura em reacgio no tempo t:

D=(zp -eClexp(-kity+ki(ep-s¢) [exp (-kpt)-exp (k10 1/ {k1-ka) + e C
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de um modo geral, conseguido para as diversas condicdes experimentais utilizadas
(exemplo na Figura 3.3), a partir do qual foram determinadas as respectivas constantes

de velocidade de reacgfo. K| (obs) € K2 (obs) (Tabela 3.4) 34, No entanto, este ajuste foi

[GSH]/ mM Condicdes 103 x kst | 104 x kol | #k3 (ops)

experimentais

1.25 Hepes 0.2 M 1.84 (0.04) 0.65(0.15) -—
1.25 sem Ox 198 (0.12) | 0.037 (0.050) —

2.5 sem O4 1.67 (0.01) 1.10¢0.10) -

2.5 Hepes 0.2 M 2.71 (0.07) 0.55 (0.03)

5.0 meio no 1.22(0.02) 0.05(0.01) -

lamponizado

5.0 Hepes 0,05 M 2,75 (001 1.27 (0.02) -

5.0 Hepes 0.2 M 2.54(0.02) 1.21 (0.07)
10.0 Hepes 0.05 M 3.05(000) | 2.48(0.07)
20.0+ nfo tamponizada 1437 (1.30) 3.82 (0.0 430
30.0+ " 14.35(0.98) | 10.84(0.07) 9.91
40.0+ ! 17.10({1.27 16.78 (2.05) 13.82
80.0+ " 20.40 (1.96) 15.66 (2.11) 16.79

Tabela 3.4 - Constantes de velocidade (observadas), determinadas a partir da equagiio (3.7) aplicada &
variagiio de absorviincia com o tempo, duranle a redugio de Cr(VI) pela GSH (372 nm); [C{VI}] =2.5x
10+ mol dm-3; % [CH{VD] = 1.0x 10 - 3mol dm -3; =% Koobs) calculadas a partir da 2* parte destas

reacdes de redugo: In(A ghg-A o) linear

menos bem conseguido para as reaccOes em que se utilizaram concentractes de GSH
mais elevadas (solucBes nfio tamponizadas, assinaladas com # na Tabela 3.4). Nestes

casos, isso pode dever-se ds alteragdes de pH que se verificam durante a redugfio (para

3.4 Og yalores de ¢ g determinados pelo ajusie anterior siio da ordem de grandeza do coeficiente de
absortividade molar proposto para o intermedidrio tioéster por McAuley et al [21,73,7:4] (Ver detalhes

destes valores no Capitulo 7 - Secgio A).
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as solugdes com menores concentragdes de GSH, ndo tamponizadas) e que originam
"perfis de reduciio"” diferentes (ver Figura 3.1). Para as reac¢Bes em que s¢ usaram
concentracdes de GSH mais elevadas, apesar de haver tamponizagio pela prépria
solugdo de GSH, o ajuste foi "pobre" em consequéncia do reduzido n® de pontos
conseguido no inicio das reaccles, sendo assim kj a constante mais afectada. Se se
determinarem constantes de velocidade a partir apenas da 2* parte daquelas reacgdes,
obtém-se valores que se coadunam com as constantes ko determinadas a partir do ajuste

a equacfo (3.7) (coluna ** na Tabela 3.4).

A anélise destas constantes de velocidade (Tabela 3.4), permite constatar que,
apesar da gama alargada de concentragdes de glutationa utilizadas nas diferentes
experiéncias, se verifica uma dependéncia, praticamente linear, entre os valores destas
constantes e a concentragio do redutor (GSH), se se excluirem as constantes obtidas
para [GSH] 80 mM, pelas razdes jd apontadas atrds. Da referida relacao "constantes de
velocidade / [GSH]" é possivel determinar estimativas para as constantes de velocidade
de 2* ordem relativas aos dois passos atrds referidos (Figura 3.4), excluindo, de novo, as

constantes relativas a [GSH] 80 mM.

(a2)
(31) 40
1.2
k1(obs)
(min-1) 3 kobs/s-1
A (x10-3) .
1.0
30 -
1 &,
0.8 1 * 4 Py
.
0.6 07 ¢ °
' a
0.4 - .
10
0.2 5 . | .
Y, o
v, >
0 — T T T T T T T
0.00 .0 a0 0 20 40 60 80 100 120
[GSH])/mM O solugfes tamponizadas [GSH]/mM

®  1ef*[100]; solugdes tamponizadas
A solugbes ndo-iamponizadas®
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(bl) (b2)
0.12 ]
k2(obs) kobs/s-1 A
(min-1) 4 (x10-3)
15 4
0.09 *
A
10 4 .
0.06
5 =
0.03 L)
A
1 4]
o
o
0.00 0 IR S B e
0 10 20 30 40
O kZ-soluces lamponizadas
A k2-solugdes nde-tamponizadas
® k2-2" parte das reacgdes

Figuma 3.4 - Determinaciio das constlantes de 2°* ordem (estimativas), relalivas aos dois primeiros passos
das reaccdes de redugiio de Cr( Vi) por GSH: (a1)-k"| (=0.426 mol~! dm3 s-1); (az)- representagio grilica
de kghy em [ungdio de [GSH]: (*) ref® [100], em HEPES; (0} k1(obs)- segundo ajuste & equacio (3.7), a
partir dos resultados da Tabela 3.4; (A) segundo ajuste & equaciio (3.7), a partir dos resultados da Tubela
3.4, para as solugdes nio tamponizadas® | com [GSH]=40 e 80 mM; (b1)- k™2 ( = 4.02 X 10 2 mol-L
dm3s-1y; (b 2)-representagio grilica de Kopg em fungio de [GSH]: (0) Ka(obs). segundo ajusle & equagio
(3.7), a partir dos resullados da Tabela 3.4, solugdes lamponizadas; (A) segundo ajuste A equagio (3.7), a
partir dos resultados da Tabela 3.4, para as solucdes nfo tamponizadas* |, com [GSH]=20, 30 e 40 mM;
(*) kz (calculados a partir da 2* parte das reacgGes de reducfio, solugBes ndo tamponizadas® ({n(A gps-A )

linear)

O "perfil de reducio" destas reacgdes sofre alteragdes drésticas para proporcoes
Cr(VI) : GSH menores (ou iguais se as solucGes néo forem tamponizadas) que 1: 10. Ao
contrdrio do que se esperaria, a partir de um determinado intervalo de tempo, ao
comprimento de onda a que foram seguidas estas reac¢des, 372 nm, a, observa-se um
aumento de absorvéncia com o tempo de reaccdo (Figura 3.5), ndo sendo possivel

ajustar os dados 2 equagéo (3.7).
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1,1 T 2 pdo tamponizada; pH=7.0
- ® cm FEPES 0.2 M
ADbs{372 nm} - '
-
Lo
L]
4 '-1'.
%

(0,9 .,'q.
0,34

1 L]
0.7 T T d T y T

0 Ey 20 1ag tempo/min

Figura 3.5 - Vauriacio da absorvineia com o lempo de reacgio, a 372 nm, para as reacgdes de reduciio de
Cr{VI) com glulationa: [Cr(VD)]=1 mM e {GSH]=10 mM; (a)-solugdes com pH yjustado previamentle a
7.0, (®)-solugdes tamponizadas com HEPES 0.2 M

Quais os factores responsaveis pelo aumento de absorvancia, apds a diminuigio
ripida inicial (Figura 3.5)? Numa primeira andlise, poderia pensar-se na inteiferéncia de
alguma(s} espécie(s) formada(s) na reacgfio, que também absorvesse(m) aquele
comprimento de onda. Como as reacc¢des de reducio tinham sido efectuadas sem
exclusdo do contacto com o oxigénio do ar, pds-se a hipdtese de que um processo
paralelo de oxidagiio pudesse ser a causa daquele comportamento anémalo. Algumas
das experiéncias foram repetidas em condi¢es anaerébicas, mas nio se observaram
diferencas notérias 35, Uma vez que no primeiro conjunto de experiéncias nfo tinham
sido utilizadas solu¢Bes tamponizadas (o pH das solugdes de Cr(VI) e de GSH fora
apenas previamente ajustado a 7.0 com KOH), levantou-se a questio das misturas em
reaccio poderem levar a alteracBes significativas de pH durante a redugio,
especialmente nos casos das menores proporgdes de Cr(VI) / GSH, para as quais se
tinham observado as "anomalias" mais acentuadas. Embora no caso das proporgGes

Cr(VI) / GSH mais elevadas aquelas altera¢es de pH, num perfodo de mais de 2 horas,

3.5 O grupo do Dr. Kortenkamp tem estado a trabalhar neste problema, utilizando estas proporgdes de

Cr({VI)/GSH, mas com concenlragdes de Cr(VI) e de GSH muito baixas. Nestas condicdes, o Og também
parece contribuir para a oxidagiio da GSH, fazendo prever um mecanismo alternativo a redugfio

intracelular do Cr(VI).
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nao fossem superiores a 0.5, para as propor¢des mais baixas constataram-se variacOes
de até 1.5 unidades de pH 6. Altgumas daquelas reacg¢des foram, entdo, repetidas com
solugdes tamponizadas, em HEPES, cuja concentragiio, apds vdrias tentativas, fol
optimizada a 0.2 mol dm™> (a respectiva capacidade tampdo é excedida para
concentragbes menores). A variagio de absorvéncia correspondente 4 diminuico da
concentraciio de cromato foi entdo também possivel, para alguns destes dltimos casos,
fazer o ajuste da equagdo anterior (3.7) e determinar as constantes de velocidade kj e ko

(Tabela 3.4).
3.3.2.2 - Discussio de resultados

O significado a atribuir as constantes de velocidade k) e ko (constantes
observadas) calculadas na Seccdo anterior (Tabela 3.4) e a sua eventual relacio com as
constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem, kg, anteriormente determinadas
(Tabela 3.1), fot o objectivo seguinte deste trabalho. Do conjunto de resultados obtidos
nos dois casos, a Unica correspondéncia possivel de estabelecer, dada a variedade de
concentractes de glutationa envolvidas, estd entre os valores de k; (Tabela 3.4) e os de
Kobs (Tabelas 3.1). Aquelas constantes, Kobs, devem corresponder, provavelmente, ao 1°
passo da reacgdo de redugdo agora estudado, ou seja, & transformacéo rdpida do cromato
em tioéster, devendo-se a "fraca coincidéncia" entre aqueles valores, possivelmente, a
interferéncia da constante ko na determinagiio de kqpg, 2 partir apenas da 1? parte da
reaccio de redugiio. A 2° constante, ko, deve, pois, representar a decomposi¢io desse

mesmo tioéster, mais lenta.

Muito recentemente [132], um outro grupo de autores usou um sistema
matemdtico andlogo ao tratamento cinético que foi aplicado neste trabalho, resultando

daf também, além das outras constantes cinéticas, a determinagfio da constante de

36 Egta variagio de pH estd em concorddncia com o esperado consumo de protdes, a partir da equaglo
quimica que traduz a reacgdo, 0 qual, para ¢S casos em que a concentragiio da glutationa € mais elevada
(a concentragio de Cr(VI) foi a mesma para todas as reacgdes) € compensado pelo efeito tampio

proporcionado pela propria glutationa, presente em excesso, na mistur em reacglo.
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equilibrio da referida reaccio, a partir do conhecimento da constante k_| (Ver Secgio
3.2, equaciio 3.1). As respectivas constantes de 2° ordem, k| = 0.411 mol-! dm?3 s-1,
correspondente ao 1° passo da reducdo e ko = 7.8 x 10> mol-! dm3 s71, relativa ao 2°
passo, estdo em concorddncia com os resultados obtidos neste trabalho, ou seja,
k" 1=0.426 mol-) dm3s-1 e k'2=4.02 x 102 mol-1 dm3s-1), (Figura 3.4). No entanto. a
comparagiio com outros resultados da literatura [99,100] ndo se apresenta fécil,
parecendo-nos que apenas ¢ possivel fazé-lo no casc da referéncia [52], a qual ja
reportava o sistema Cr(VI)/ GSH como bifdsico e para a qual k|=0.433 mol-! dm3 sl e
k2 = 6.8 x 10-2 mol-! dm3 s-1. No primeiro trabalho | 132], as comparacées feitas para
justificar a aplicagdo do sistema matemdtico utilizado, parecem-nos assentar em alguma
confusdo na identificagio dessas constantes3-7. Mesmo assim, as constantes
determinadas pelo ajuste matematico a um sistema bifdsico refor¢am, mais uma vez, os
argumentos a favor da atribuicgo, & reducdo de Cr(VI) pela glutationa em meio neutro,

de um mecanismo de pré-equilibrio (Ver Sec¢fio 3.2) [ 52,99,100,131,132].

QOutras evidéncias para este mecanismo sf&o dadas quer pela observacio directa
da formacéo do tioéster (cor laranja das solugdes), quer pelos resultados obtidos para a
varia¢iio de absorvancia em funcio do tempo, a 433 nm (formaciio e decomposicio do

tioéster), como veremos mais detalhadamente na Secgfo 3.4

Para proporedes Cr(VI)/GSH abaixo das condig¢Ses de pseudo-primeira ordem,
porém, torna-se dificil estabelecer considerag¢fes do mesmo tipo. Como a quantidade de
GSH nio ¢ suficiente para garantir sequer as condicdes estequiométricas de reacgdo
(considerando 1Cr(VI)/1 GSH ou 0.5 GSH) para que o segundo passo da reac¢io
(reacgiio com a segunda molécula de tiol) se possa efectivar de um modo quantitativo,
propiciam-se, provavelmente, condi¢Ses para que predominem outros passos de

reducdo, por vias em que esteja envolvido apenas "um dnico electrio" [131]. Desse

37 por exemplo, segundo Connett et ¢/ [99], a constante de velocidade de 22 ordem (0.200 moi-l dm3 ¢
1) g identificada nesse trabalho como ka enquanto que no trabalho de Perez-Benito ef al [132] é

considerada, para efeitos de comparagio, como k.
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modo, poder-se-3o formar outros intermedidrios, de Cr(V), Cr(1V) ou radicais livres,
por exemplo, que noutras circunstincias nfio seriam dominantes. Poderd p6r-se mesmo
a hipétese de que a preseng¢a destes compostos possa ter sido a responsdvel pelas
"anomalias" do aumento de absorvincia encontrado atrds. Dependendo do pH e em
condi¢Bes experimentais diferentes das que se observam com grande excesso de
ligando, hd possibilidades de ocorrer um conjunto de reacgdes diferente do habitual, o

que no facilita a compreensdo destes processos [ 24,100].

3.3.3 - Estudos cinéticos por "stopped-flow"

Embora o modelo de mecanismo que comporta uma situacio de pré-equilibrio
inicial seja, normalmente, adoptado para a redugiio de Cr(VI) pela glutationa, os
mecanismos sugeridos para reaccdes anidlogas com outros 161s [52,60,95,100,127] e, em
especial para os casos em que o redutor € a cisteina, nfio sdo concordantes entre si, nfo
se apresentando, na literatura, argumentos claros a favor das propostas apresentadas
[60,100]. Uma vez que no estudo da reducfio de Cr(VI) pela glutationa se constatou a
existéncia de um passo inicial muito rapido, pareceu-nos adequado seguir a primeira
parte destas reacg¢Bes por métodos aplicados a cinética rdpida, isto €, por "stopped-
flow”. Assim, foram estudadas reacgdes de redugio de Cr(VI) com cisteina e com
penicilamina, em meio neutro. Com a glutationa, nfo foi possivel efectuar este trabatho
em meio neutro, porque as concentragSes elevadas de redutor que seria necessério
utilizar, por limitacGes do equipamento de "stopped-flow" disponivel, excediam a

capacidade tamp#o das solugdes.

As reaccOes decorreram em condigBes de pseudo-primeira ordem, em solugdes
tamponizadas com Tris.HCl ou HEPES. No Capitulo 7 - Secgiio A estdio descritos os
detalhes das experiéncias efectuadas, apesar de no texto, em tabelas, graficos ou figuras
serem referidas, sempre que se tenha julgado necessdrio, algumas das condigfes

experimentais usadas.
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3.3.3.1 - Resultados

A reduciio de Cr(VI) foi seguida a 372 nm (médximo da banda do cromato).
Observou-se uma diminuigdo da absorvéncia com o tempo (Ver Capitulo 7-Seccdo A).
tanto nas reaccoes com cisteina como com penicilamina. As redugdes seguiram uma
cinética de 1" ordem, excepto para as concentra¢Bes mais elevadas de cisteina, nas quais
se verificaram desvios da linearidade, ao fim de intervalos de tempo tanto mais curtos

guanto maior a concentragio do redutor.

[Cys]=0,125 M {1 Gr{VI}:500 Cistefna), em Tris HICT 0.05M

in(log(Vo/Vobs)) {

0.2 }'\B\E\:
-0,3 -
-0.,8 7
] y=021837-68653c2x RAZ =099
-1.,3 T T g T : T ¥ T T
0 4 2 12 16 Tempuo/s

Figura 3.6 - Deierminaciio grifica de Kypg, & partir da variagio de absorviincia com o lempe, obtida por
"stopped-[low": reacciio de reduciio de Cr{VI) com L-cistefna (1:500); [Cx(VD)] =2.5x 107" mol dm >;

|L-cisteina] = 0,125 mol dm™

As respectivas constantes de velocidade de redugiio de pseudo-primeira ordem,
k.ps- foram obtidas pelo método de integracio, a partir de representagBes graficas
(lineares) de In(A - Aw) em fungio do tempo, (Figura 3.6) e estdo compiladas na
Tabela 3.5. Uma vez que a literatura refere, para estas reacgdes de reducio, a accio
catalitica do tampdo Tris.HCl [113], esperava-se que as constantes obtidas nessas
solugtes fossem superiores as obtidas em HEPES. No entanto, isso sé foi observado, e
de modo pouco sigunificativo, para a reacgiio em que se usou a concentragio de cisteina

mais baixa.
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[Redutor] / moldm 2 | 10° X kgpe /571 (Cisteina) 109 K jp,s / 57! (Penicilamina)
Tris.HCI HEPES Tris.HC HEPES
0.005 8.38 -
0.025 13.76 — — —
0.050 33.60 27.84 8.40
0.100 —~ 22.20
0.125 68.65 86.34 27.16
0.250 132.86 §48.80 62.89
0.500 192.84 25574 — —

Tabela 3.5 - Constanles de velocidade de pseudo-primeira ordem, k.., para as reacgdes de redugiio de
Cr(VI) com cisteina, ou com penicilamina, obtidas por "stopped-[low"; solugbes lamponizadas com

Tris.HCl ou HEPES 0.05 mol dm?, pH=7.0; [Cr(VI)}=2.5 x 10 ~mot dm™3
3.3.3.2 - Discuss&o dos resultados

A comparagio entre os resultados obtidos em trabalhos diferentes € dificultada,
mais uma vez, pelo facto de haver diversidade de condigSes experimentais,
nomeadamente no que diz respeito as concentragdes do redutor e ao tipo de tampdo
utilizado. No entanto, embora os valores de kg obtidos por "stopped-flow", sejam, de
um modo geral, mais elevados que os obtidos por espectrofotometria de UV/Vis,

verifica-se uma concordincia aceitdvel entre todos eles [60,99,100].

Se se compararem estas constantes de redugiio de Cr(VI) pela L-cisteina com as
da reducio pela GSH, os valores mais elevados das primeiras (obtidos por "stopped-
flow") podem ser devidos & possibilidade de deteccfio, por este método, de um 1° passo
mais rdpido, correspondente & constante de velocidade kj, que nfo foi possivel obter
para a glutationa e que, por UV/Vis, aparece um pouco "mascarado” pela influéncia do
2° passo, mais lento (Ver Secgio 3.3.2.2). De qualquer modo, as constantes mais
elevadas no caso da cisteina sfo, muito mais marcadamente, influenciadas pela carga do

ligando. Enquanto que, em meio neutro, no caso da glutationa estdo envolvidas duas
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espécies anidnicas, com a acisteina hd uma espécie neutra e outra aniénica.

Foram também determinadas constantes de velocidade de 2" ordem para estas
reacgdes de reducdo (Tabela 3.6, ver legenda), que sdo comparadas com as obtidas

noutros trabalhos 33

Condicoes experimentais

Redutor pH T/2C koyMlsd K Rel®
L-cisteini 1.0-1.7 1 25 | I=LOM (NaCIO/HCIO4) ] 0.01220.003 1030110 | [21]
" 7.0 23 Ha0 1.17+0.003 19731 | [100]
" 7.0 25 NaClOg 1M 0.730+0.026 247462 "
i 7.0 25 HEPES 0.890+0.011 582111 "
" 702 25 CH3COOH/CH3COO~ 0.64+0.13 220425 160]

[=1.0 M NaClO4

; 7.02 15 " 0.30 250225 .
v 74 25 Tris. HCl 1M 1.25020.133 65 199]
" 7.0 2| Tris.HCI 0.05 M 0.57 ~10%3) EL
" 7.0 21 HEPES 0.05 M 0.54 ~10%9) EL
DL- ~1 5 1=1.0M NaClOy4 0.143£0.01 700240 | [73,74]
penicilamina
D- ou L- 7.0 a1 Tris. HCI 0.05 M 0.245 b) EL
penicilamina
v 7.0 21 HEPES 0.05 M 0.271 B} E.L
! 7.0 30 CH3COCH/CH3COO 0.540+0.046 D) — (127]
" 7.4 25 Tris.HCI 1M 0.348+0.063 b) [52]

Tabela 3.6 - Parfimetros cinéticos de 2* ordem, para reacgdes de redugio de Cr(VI) por cisteina e por
P : € p p

penicilamina; a) - determinados por um ajuste ndo linear, admitindo a lei de velocidade:

ab [Tiol12

Kops =
1 + b [Tiol]

b) - determinada por ajuste linear de kg = a [Tiol] (Ver explicagio & frente, no texto)

Da anélise desta Tabela pode constatar-se, para © mesmo redutor e em condigtes

38 Admitindo um mecanismo de pré-equilibrio, cuja atribuigio é disculida na Secgio3.4.3
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experimentais idénticas, alguma concordéincia entre aquelas constantes, excepto para

reaccoes efectuadas em meio muito dcido.

Como a formagéo do tioéster parece ser influenciada pela carga do redutor
poderia prever-se, em termos estritamente electrostiticos, que as reac¢des de formagao
deste intermedidrio fossem tanto mais favordveis quanto menos negativa fosse a carga
daqueles {99,100], o que concorda com o facto de que, num meio muito mais acido, os
redutores estejam protonados, ndo apresentando, por isso, carga negativa (e dai os
valores das constantes de equilibrio, K, serem muito mais elevadas em meio dcido).
(Quanto & constante ko, correspondente a reduciio do tioéster, que em meio neutro é
efectivada por reacgdo com uma segunda molécula de tiol ¢ em meio dcido por reacgio
simultdnea e competitiva deste intermedidrio com H*, € dificil prever qualquer ordem

de grandeza que possibilite a comparagio entre resultados obtidos nos dois meios.

E usual, nestas reacgdes de reducio, fazer-se a atribuiciio de um determinado
tipo de mecanismo, com base essencialmente em dois factores, com 0s quais se
pretende, evidenciar a formagéo, ou nfo, de um intermedidrio do tipo tioéster, no inicio
da reacc¢io. Neste caso, partindo da hipétese de que um dos mecanismos propostos para
estas reacgtes (Ver Secgfio 3.2) retine argumentos suficientes a seu favor, a sua adopgio
¢ admitida. Aqueles factores sdo:

1) - a observacdo da formacio e decomposi¢io do tioéster, directamente pela cor

da solugdo ou por dados de espectrofotometria (Ver Secgio 3.4, 4 frente);

i) - a ordem de grandeza do parfimetro b, obtido a partir de um ajuste no-linear

de dados & equacdo (3.6).

A evidéncia da presenca do tioéster e um valor muito elevado do parfimetro b,
sdo assim, em geral, condig@es suficientes para a atribuigio de um mecanismo de pré-
equilibrio a estas reacg¢des. Se b for pequeno e nfio houver indicios de formacio do

tioéster, é atribuido urn mecanismo de estado estaciondrio (Ver Secgio 3.2).

Observando a Tabela 3.6, pode verificar-se que o parimetro b, determinado a

partir do ajuste nfo linear 4 equacdo {3.6), apresenta um valor muito elevado (Ver
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também legenda da Tabela 3.6). No entanto, como a representagio grifica das
constantes kobs em funcfio da concentragiio de cisteina se desviou muito pouco da
linearidade, o valor estimado de a praticamente coincidiu com o mesmo valor
determinado por ajuste nao linear, o que implicou alguma indeterminacio na obtencdo
de b, complicando as conclusBes que possam ser tiradas apenas com base neste
pardmetro. Muito embora a cor laranja caracteristica do tioéster nem sempre se tenha
observado no decorrer destas reacgdes, no estudo efectuado por "stopped-flow" com a
cistefna foi detectada a formacio e a decomposi¢io de um intermedidrio, com um
méximo de absorcdo entre 430-460 nm, isto &, na regifo tipica do mdximo de absorgdo
destes compostos. Apesar de com estes redutores, sé ter havido, até aqui, evidéncia da
presenca deste intermediario em meio muito dcido [21,74], neste trabalho, além da sua
detecclo, foram obtidos resultados cinéticos para as respectivas formagio e
decomposicio (Ver Secgio 3.4, a seguir). E pois, com base nestes dois factores, que
propomos um mecanismo de pré-equilibrio para a reducio do Cr(VI) pela cisteina, em
meio neutro. A literatura € confusa nesta matéria, pois enquanto alguns autores
assumem para esta reac¢do o mecanismo de pré-equilibrio aqui proposte, com uma base
pouco clara [99] ou por tentativa de comparagéo com o que se verifica em meio dcido
[60], também é admitido um mecanismo de estado estacionario [ 100], fundamentando-se
na ndo observacio do tiaéster e na interpretacdo do pardmetro a (que representa a
constante k] no mecanismo de estado estaciondrio), o qual apresentou valores pequenos

neste dltimo trabatho.

A reacciio com penicilamina é mais lenta, nfio se conhecendo da literatura,
outros dados de ko obtidos por "stopped-flow", para comparagfo. J4 em reaccdes de
substitui¢do por abertura de anel em complexos de Cr(IIT), as reacgdes com
penicilamina apresentavam velocidades menores por comparagiio com as observadas
para a cisteina (Ver Capitulo 4). Factores de impedimento estereoquimico poderao estar
na origem destas diferencas, uma vez que o "acesso” ao grupo tiol deste aminodcido,
oxidado pelo Cr(VI) durante a reacgiio, ¢ dificultado pela presenca dos dois grupos

metilo que o rodeiam, muito embora aqueles grupos sejam dadores de carga eléctrica. A
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dependéncia entre as constantes de velocidade e a concentragdo do redutor, €, neste
caso, perfeitamente linear, o que permitiu determinar uma constante de velocidade de 2°
ordem, razoavelmente concordante com outros resultados obtidos por
espectrofotometria de UV/Vis, também em meio neutro (Tabela 3.6) [99]. A atribuicio
de um mecanismo as reacgdes efectivadas com este redutor pareceu-nos, pois, pacifica.
Como n#o foi observada a form’agﬁo do tioéster (0 que pode ter sido, mais uma vez.
devido as limitacBes do equipamento de "stopped-flow", por ndo permitir obter dados
numa escala de tempo superior a 20 segundoé) e se verifica uma relagéio linear entre
kops € & concentragdo de penicilamina, a cinética desta reacciio de redugio pode ser
explicada por um mecanismo em que 0 pésso determinante da velocidade seja a reacgio
deste aminoadcido com o Cr(VI]), formando um tioéster que &, em seguida, reduzido
rapidamente. Neste caso, as constantes cinéticas de 2° ordem correspondem 2 constante

k1, definida na Sec¢fo 3.2.

3.4 - Intermediarios em reaccoes de reduciio de Cr(VI) por tioredutores

A formacio ¢ a decomposicdo de intermedidrios € um facto comum nas
reaccOes de reducio de Cr(VI) e uma consequéncia directa da passagem obrigatéria do
crémio, no seu trajecto de redugio, do estado de oxidacio +6 até ao +3. No dmbito do
trabalho que tem vindo a ser apresentado nesta dissertagfio, considerara;m-se, em
particular, os intermedidrios formados quando a redugio do Cr(VI) é efectuada por
redutores que contdm o grupo tiol. Nesta Seccio, dar-se-a especial atengdo aos aspectos
estruturais e a cinética de formacgio de intermediadrios do tipo tioéster, nos quais o

crémio ainda se encontra no estado de oxidagéo +6.
3.4.1 - Intermedidrios de Cr(VI)

A formacio de tioésteres € aceite em todos os trabalhos publicados sobre a
reducio de Cr(VI) por tio-redutores, sendo 4 partida prevista (e proposta) em todos os
mecanismos aplicdvels a estas reac¢des (Ver Seccdo 3.2), tendo a sua presenga sido

detectada tanto em meio dcido (reacgfes com cisteina, glutationa e penicilamina)
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[2173,7:4], como em meio neutro (especialmente no caso da redugiio com glutationa)
[22,52,99,100]. Tioésteres com caracteristicas semelhantes foram também observados em
reacgdes de redugdo de Cr(VI), em meio dcido, efectivadas por redutores doutros tipos,
mas que também contém dtomo(s) de enxofre, como acontece, por exemplo, com a
tioureia [98] ou o tiossulfato |138,139]. E nfio apenas em solugdo aquosa, pois em
solucdes de DMF, estes tipos de intermedidrios foram isolados na forma de sais de
catides volumosos (tetrafenilarsénio, por exemplo) [140]. Além disso, também se formam
em reaccdes de reducio de outros catides metdlicos, como por exemplo com o Fe(III) ou

o Co(III) [141,142].

Tal como temos vindo a considerar, dependendo da velocidade de formag@o e da
quantidade de composto formado, sdo postas duas hipSteses quanto ao aparecimento de
tioésteres no infcio da redugiio: num passo inicial de pré-equilibrio, muito rapido, que |
implica uma elevada constante de formag#o (constante de equilibrio), seguido de um
passo de redugfio mais lento, ou entio uma situagio de estado estaciondrio, na qual a
concentraciio do tioéster se mantém praticamente constante durante a parte inicial da
reaccdo, seguindo-se depois uma redugdo mais répida [99,100]. Além disso, sem que para
tal tenha ainda sido apresentada uma explicagfio tedrica convincente, as constantes de
formacio destes intermedidrios sdo algumas ordens de grandeza superiores as dos

oxoésteres correspondentes (Tabela 2.2, Capitulo 2).

Durante a reducio, estes intermedidrios sdo detectados pelo aumento, seguido de
desaparecimento, da intensidade de uma banda com Amix entre 420-440 nm, ao mesmo
tempo que as solucdes em reacgdo adquirem uma cor alaranjada intensa, que a seguir Vao
perdendo. Embora se especule acerca das ligagSes M-X envolvidas nestes tioésteres, a
presenca provavel da ligagiio Cr-S é demonstrada pelo deslocamento do méximo da banda
do cromato, a cerca de 370 nm, para comprimentos de onda maiores, devido &

substituiciio, no cromato, de uma ligagéio Cr-O por uma Cr-S.



6l

————— Cup. 3 - Cindlica de redugiio de Cr(VI) por udis

3.4.2 - Aspectos estrufurais de intermedidrios de Cr(VI)

Somente com base nos resultados obtidos por espectrofotometria de UV/Vis, a
técnica que tem sido mais utilizada para seguir a evolugdo destas reacgSes na quase
totalidade dos trabalhos publicados [21,52,60,74,99,100}, ndo € possivel obter muita
informagfio acerca das alteracGes estruturais nas espécies de crémio, que vao tendo lugar
ao longe da redugdo. Apenas num trabalho recente [22], se estudou, por RMN de !H,
13C e 170, a redugdo de Cr(VI) pela glutationa, em proporgdes inferiores a condigées de
pseudo-primeira ordem, Cr(VI) / GSH = 1:0.5, e a baixa temperatura, para retardar a
formacfio e a decomposicio do tioéster formado. Deste modo, foi possivel obter
evidéncia de que, no tioéster, a GSH se coordena ao Cr(VI) apenas pelo grupo SH do
residuo de cisteina, formando um composto do tipo GS-Cr-Oz-, tendo-se também
observado que a coordenacio do grupo tidlico provoca altera¢des conformacionais nas

cadeias laterais dos residuos glutamil e cisteinil daquele tripeptideo.

3.4.2.1 - Aplicaciio da espectroscopia de Raman ao estude da

estrutura de tioésteres

Partindo-se do cromato, tetraédrico, no final das reacgdes de reducdo de Cr{VI)
chega-se a compostos de Cr(IlI), octaédricos. Quer o passo determinante da velocidade
destas reaccdes seja a redugdo do tioéster (segundo o mecanismo de pré-equilibrio), quer
a sua formagfo (segundo o mecanismo de estado estaciondrio), estio sempre envolvidas

alteracGes estruturais dristicas na espécle de crémio iniciaimente presente em soluggo.

O cromato apresenta algumas bandas tipicas em Raman (Tabela 3.7). Quando h4
substitui¢iio de uma ligacdo Cr-O por uma ligagio Cr-SR, a estrutura tetraédrica regular
do cromato € modificada, havendo abaixamento de simetria (Tq — C3zy). O seu espectro
vibracional sofre entdo alteractes, j4 que os modos degenerados se desdobram, em
simetrias mais baixas, em componentes nfio degenerados. Ligeiras altera¢des na simetria
daquele anifio afectam efectivamente o seu espectro vibracional, constituindo uma prova

segura de modificacBes estruturais [2,143].
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Atribuicdo da Atribuicdo da
v /em~! banda (Tg) banda (C3y) Ref*[143]] Ref*[81}
V] Al Al 847 846
V2 E E 348 345
v3 Tn Al +E 884 887
vy Ts A+ E 368 371

62

Tabcla 3.7 - Modos vibracionais fundamentais, activos cm Raman, na molécula de CrOf' (apcnas os

dois tdlimos modos sdo activos cm infravermelho)

A glutationa, por sua vez, tem um espectro muifo rico, apresentando as vibragdes

comuns a peptideos e a proteinas, originadas a partir das ligacdes C-C, C-N, C-H, C-S,

C-0, C=0, N-H e S-H (Figura 3.7). Entre todos estes modos vibracionais a vibracio do

grupo S-H aparece na regido 2500-2600 cm™!, mais precisamente a 2584 cm!, havendo,

por isso, pouca interferéncia ou ambiguidade na detecgfio deste grupo [144].
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Figura 3.7 - Espectro de Raman da giutationa, no estado sélido, na regifio 200-3800 cm~} (fenda 640um;

passos de 1s)

Sendo assim, numa tentativa de obter mais informacio acerca das alteragdes
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estruturais provocadas pela interacgdo Cr(VI) / GSH quando se forma o intermedidrio
tinéster, O3Cr-SR, aplicou-se a espectroscopia de Raman ao estudo destas reaccgdes de
reduciio. As reacgdes foram seguidas, ao longo do tempo, em duas bandas do cromato, a
850 e a 906 cm-!, e na banda do grupo sulfidrilo, a 2584 cm-L. Para outros detalhes

experimentais, ver o Capitulo 7 - Sec¢iio A.
3.4.2.2 - Resultados

Foi feito um estudo preliminar para a situaciio em que o cromato reage com a
glutationa, na proporgio de 1 Cr(VI):2 GSH, em soluciio aquosa, a pH 7.0, Observaram-
se variagdes na intensidade da banda de Raman do cromato a 850 ¢cm!, simultaneamente
com o desaparecimento da outra banda, mais fraca, a cerca de 900 ¢cm-!, e da banda
correspondente i elongacio do grupo -SH da glutationa. Apesar de todas estas bandas
sofrerem alteragdes com o tempo, pareceu-nos que a banda do cromato, a 850 cml,
poderia fornecer resultados mais elucidativos, pois que a correspondente ao grupo

sulfidrilo desaparecia muito rapidamente {Figura 3.8).
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Figura 3.8 - Diminuicio, com o tempo, da banda de Raman correspondente ao grupo sulfidrilo da GSH;

(2584 cm™t; A excitaggo = 214,5 nm; passos de 1 segundo; 2 Cr{VI) : 1 GSH)

Quando a reducgfio é seguida nas bandas do cromato verifica-se que a banda
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menos intensa a 906 cmr! desaparece ao fim de um pequeno intervalo de tempo (cerca de
5 minutos) enquanto que a intensidade da outra, a 850 enrl, sofre uma diminuigiio menos
drastica. No entanto, diminuindo as proporedes de Ce(VI) / GSH de 1:2 para propor¢des
mais baixas, no intervalo de 1:2 a 1-0.5, o "perfil de variacfo” é profundamente alterado
(Figura 3.9), passando-se de uma diminuiciio continua da intensidade da banda (1:2},

para situagdes intermédias (1:1 e 1:0.7) e, finalmente, para a situacdo oposta em que se

observa aumento de intensidade com o tempo de reac¢g@io (1 : 0.5).
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Figura 3.9 - Variacio da intensidade da banda Raman do cromato, a 850 cm™!, com o tempo de reacgéo
(1 Cr(VI) /2 GSH: diminui¢io de intensidade; 1 Cr{VI) / 0.5 GSH: aumento de intcnsidade); grificos

reconstruidos a partir dos espectros origindgis
3.4.2.3 - Discusséio de resultados

Perante os resultados obtidos, torna-se complexo aventar explicagSes capazes de
relacionar as altera¢des espectrais observadas com modificag@es estruturais no cromato.

Neste processo de redugfio observa-se, em geral 9, diminuicfo da intensidade da banda

3.2 Quando a proporcio de Cr(VI) / GSH € de 1 : 0.5, a intensidade da banda do cromato, a 850 em 1,
aumenta com © tempo de reac¢io, ao contrdrio de quando se utilizam proporgGes mais elevadas. As razbes
para lal comportamento carecem para jd de explicagfio, parecendo-nos que podero estar relaciondas com
eventuais pulros Hpos de mecanismos de reacglio, que se apliquem a redugdio de Cr{VI) pela GSH neslas
condigécs experimentais. Um comportamento andlogo a este, foi também constatado, por UV/Vis,

sempre gue s¢ utilizaram proporgdes Cr(VI) / GSH inferiores as estequiométricas, tendo af sido atribuido a
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do cromato e da do grupo sulfidrilo, que traduzem alteragdes na estrutura tetraédrica
daquele 130 e a desprotonacio do grupo SH.. As referidas alteracdes deverdo significar a
formacio de um estado de transicdio, intermedidrio, tetra ou pentacoordenado, que podera
estar na origem de um complexo de esfera interna ou de um aducto de esfera externa, no
qual a ligacio do redutor ao centro metdlico ¢ estabelecida pelo dtomo de enxofre [22].
Num estudo muito recente [ 145], embora a pH infertor ao utilizado neste trabalho, foram
obtidas novas evidéncias para a formacgio daquela ligag¢fo, ao serem identificadas,
também por espectroscopia de Raman, bandas correspondentes a vibragdes vCrg(Cys),
confirmando a ligacio da GSH ao cromato pelo grupo sulfidrilo do residuo de cisteina.
Como no estudo efectuado nfio se observou o aparecimento de novas bandas, ndo foi
possivel obter dados susceptiveis de contribuir para a identificacio da estrutora daquele
intermedidrio, mas apenas indicios de altera¢des na estrutura do cromato, que séo
resultantes da interacgdo Cr(O42 / GSH. Serd pois necessdrio, no futuro, proceder a um
estudo sistemético desta interacclic em condi¢Bes experimentais diversificadas que
possam conduzir a explicagdes cabais sobre a formagio e a estrutura de tioésteres neste
tipo de reaccdes, nomeadamente com solugBes tamponizadas e a baixas temperaturas,

para evitar a decomposicao rdpida daquele intermediario.

3.4.3 - Cinética de formacio e de decomposicio de tioésteres em

reacches de reducfio de Cr(VI) por alguns tiéis

A literatura refere a formagdo répida e a posterior decomposico, mais lenta, de
tioésteres, para alguns estudos de reagdes de reduciio de Cr(VI) com glutationa, cisteina e
penicilamina, efectuados em meio 4cido, por "stopped-flow" [21,24,73,74]. Em meio
neutro, apesar da formagéio destes compostos ter também sido detectada e estundada por
UV/Vis, tanto guanto sabemos, € a primeira vez que estes intermedidrios sfo observados
em reacgBes de reducio de Cr(VI) com cisteina (e de algum modo, também com

penicilamina).

vaniactes de pH decorrentes da reducio, para solucbes tamponizadas (Ver Seccfio 3.4.3.2.2, & frente)
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Neste trabalho, a formagio e a decomposicio de tioésteres em reacgdes de
‘reducdo de Cr(VI) com cisteina (e com penicilamina) foi estudada por métodos de

"stopped-flow" e, com glutationa, por especirofotometria de UV/Vis.

3.4.3.1 - Formacio ¢ decomposicio de tioésteres em reaccdes de reducio de

Cr(VI) com cisteina, por "stopped-flow"

A formacao e decomposicdo dos intermedidrios tioésteres foi seguida, ao longo
do tempo, a 460 nm, ou seja. a um comprimento de onda um pouco superior & gama
comum de 420-440 nm, na tentativa de evitar a eventual interferéncia de outras espécies
nos valores de absorvéncia lidos, nomeadamente, o prolongamento da banda do
cromato para esta regifio do espectro. Todas as experiéncias foram efectuadas &
temmperatura ambiente, a pH = 6.5-7.0, com solugdes tamponizadas com Tris.HCl on

HEPES 0.05 mol dm-3 (Capitulo 7 - Seccio A).
3.4.3.1.1 - Resnltados

Para qualquer das concentrag@es de cisteina utilizadas foi observado um
aumento de absorvincia com o tempo de reacgiio, atingindo-se um valor maximo de
absorvincia, seguido de diminuicdo, apenas para as reacgdbes em gue foram utilizadas
concentragdes de redutor mais elevadas (Figura 3.10). Com penicilamina, apesar de
também se terem detectado indicios da presenca daqueles intermedidrios, através de um
aumento muito pequeno de absorvineia ao comprimento de onda tipico do respectivo
maximo, por limitagdes do equipamento de "stopped-flow" utilizado, néo foi possivel
seguir as reacgdes durante intervalos de tempo mais alargados, o que ndo permitiu

confirmar a presenga daqueles compostos.

Como se pode observar na Figura 3.10, a velocidade de formacgdo destes
compostos aumenta com a concentracido do redutor, para uma mesma concentragio
inicial de Cr(VI). As respectivas constantes, observadas, de velocidade de formacio e

de decomposiciio, k; e ky (Tabela 3.8), foram determinadas por ajuste dos dados de
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Figura 3.10 - Formaciic e decomposi¢io dos tioésteres, em reacedes de redugdo de Cr(VI) com L-

cistefna; solugdes tamponizadas com Tris. HCI 0.05M; pH 6.5 - 7.0; lemperatura ambienic; A = 460 nm

absorvéncia a uma equacfo ndo linear que traduz uma sequéncia de dois processos

consecutivos de 1* ordem [146] (Detalhes na Secgio 3.3.2).

[Cys) Condicdes k{/ g1 ks / g1 R*
moldm 3 experimentais
0.500 Tris. HC1 0.05 M 0.325(0.074) | 0.0798(0.0058) | 0.997
0.250 " 0.129 (0.002) | 0.0574 (C.0019) | 0.998
HEPES 0.05 M (0.183 (0.004) | 0.1414(0.0003) | 0998
0.125 Tris. HC1 0.05 M 0.075(0.003) | 0.0280(0.0002)] 0.998
HEPES 0.05 M 0.074 (0.002) | 0.0264 (0.000%) | 0.999

Tabelz 3.8 - Constantes de velecidade de formagio (k) e de decomposiciio (ko) de tioésteres, para a

reducio de Cr({V1) pela cistefita ("stopped-flow"}; R¥=coeliciente de correla¢io do ajuste efectuado

Na Figura 3.11 estdo representados graficamente alguns dos ajustes efectuados.
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Figura 3.11 - Ajuste, da varia¢io de absorviineia ao longe do (empo de reacgiio, a uma fungfo ndo-linear

(equagiio 3.7, ver lexto), gue traduz a formagio e a decomposicio de lioésleres, em reacgbes de redugilo

de Cr(VI) com L-cistefna (resultados de "stopped-flow"}); [C{(VD)]=2.5x 10+ mol dm3: {a) [L-cis] =

0.5 M (Tris.HC1 0.05 M); (b) [L-cis]=0.125 M (HEPES 0.05 M)

3.4.3.1.2 - Discussio de resultados

Pde-se de novo a questdo que julgamos fundamental neste estudo: de que modo

estas constantes de velocidade de formacfio e de decomposicio do intermedidrio

tioéster, k1 e ko, sio compardveis as constantes kopg determinadas em relagiio a

diminuigio da quantidade total de Cr(VI) (redugfo do Cr(V1) presente em solucio) (Ver

Secgiio 3.3.3, Tabela 3.5)7 Analisando ambas as tabelas (3.5 e 3.8) verifica-se uma

coincidéncia quase perfeita entre os valores das constantes calculadas para a reducéio do

cromato (kobg, Tabela 3.5) e para a formacg#io do tioéster (k;, Tabela 3.8). De igual

modo, a relagio entre as constantes de redugiio do cromato, kops, que sfo apresentadas
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na literatura para a mesma reacgdo de reducio [60,100], e as constantes de formacio do
intermedidrio tioéster, k|, podem aplicar-se os mesmos argumentos discutidos na

Seccdo 3.3.2.2 [147], quanto ao mecanismo de reacgio.

A Figura 3.12 esquematiza os resultados referentes is constantes de velocidade

de redugio do cromato e de formagio de tioésteres na reducio de Cr(VI) por [-cisteina.

200
kobs =
(x10-3) ]
130 A
£
100 4
A A kobs-Tris (372 nm)
A A kobsTIEPES (372 im)
50 . B L)(ohs)-Tris (433 nm)
a o G kl(obs)-HEPES (433 nmy)
1 0 © 1200bs)-Tris (372 am)
A A Q K2(obs)-HEPES (433 mm)
0 T T T T T T T T ¥ T
0 a0 100 150 200 230 300

[L-cis] {(mM)

Figura 3.12 - Relacgio entre as constante de velocidade (observadas) relativas 4 reduglo de Cr(VI) por L-
c¢istefna (372 nm) e & formacio e decomposicio de tioésteres para a mesma reacgio; dados referenles s

Tabelas 3.5e3.8

Das constatagdes anteriores podem inferir-se algumas conclus@es:

i) - o primeiro passo, muito rapido, detectado no estudo efectuado por "stopped-
flow", corresponde possivelmente & formacfo do tioéster, cuja constante de velocidade
¢ dada por k. Este 1° passo nfo tinha sido correctamentente observado nos trabalhos
anteriores efectuados por espectrofotometria de UV/Vis [100] ou por "stopped-flow"
[60]. Neste dltimo trabalho, a sua nido observagio foi devida, provavelmente, a terem
sido usadas concentragdes de cisieina muito menores que as utilizadas neste estudo,
com variacOes de absorvincia muito menores e, portanto, nic consideradas facilmente
como variagdo de concentragio de uma dada espécie. A evidéncia daquele primeiro

passo rapido corrobora o mecanismo de "pré-equilibrio” que atrds propusémos para a
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reduciio de Cr{VI) pela cisteina (Ver Seccgiio 3.3.3.2);

ii) - a constante de velocidade de formagdo do intermedidrio, k1, estando
directamente relacionada com as anteriores constantes, Kqhs, de reducdo do cromato,
pode, assim, traduzir a formacfo do tioéster "4 custa” do cromato que € gasto no
primeiro passo da reduciio (ambos lidos, simultaneamente, pela variagdo de absorvancia
a 433 e 372 nm, respectivamente), o que € outro argumento forte a favor do mecanismo

de pré-equilibrio proposto para a redugao de Cr{VI) pela L-cisteina.

3.4.3.2 - Formaciio e decomposiciio de tioésteres em reaccdes de redugio de

Cr(VI) com glutationa, por especirofotometria de UV/Vis

No caso da reduciio de Cr(VI) pela glutationa, a formacfio ¢ a decomposigéo de
tioésteres foi seguida por espectrofotomeiria de UV/Vis, ao longo do tempo, a diversos
comprimentos de onda entre 420 e 440 nm, tendo-se concluido que o respectivo
maximo de absorvincia se situava a 433 nm. Para cada experiéncia, foi registada a
variacfio de absorvincia aquele comprimento de onda, em funcio do tempo (Ver

condi¢des experimentais detalhadas no Capitulo 7 - Secgfio A).
3.4.3.2.1 - Resultados

Numa primeira série de experiéncias, a formacio e a decomposicio dos
tioésteres foi estudada, em condigdes de pseudo-primeira ordem, isto €, em proporgGes

Cr(VI):GSH na gama de 1 : 10 - 80 (Figura 3.13).

Numa segunda fase do trabalho, o estudo deste mesmo tipo de intermedidrios
foi efectuado para proporgtes de Cr(VI)/GSH da ordem de 1:5, 1:1 e 1:0.5, ou seja,
para propor¢des inferiores as condigdes de pseudo-primeira ordem. Até & proporg¢io de
1:5 ainda foi possivel detectar um méximo de absorvincia e, portanto, observar a
decomposi¢io daqueles compostos, mas para 1:1 e 1: 0.5, apenas foi possivel verificar
que o miximo de absorvincia atingido se manteve constante por mais de 3 horas de

reacgdo (mesmo assim com uma variacdo total muito pequena), (Ver Figura 3.14).
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Figura 3.13 - Formagio e decomposi¢io de tiogsteres em fungfio do tempo de reacgdo; A=433 nm;

[GSH]=(10, 20, 30, 40, 80) x 103 mol dm=3; [Cr(VD)]=I x 103 mol dm3; pH das solugbes previamente

ajustado a 7.0, com selugio de KOH

Além disso, verificou-se que, de um modo geral, a utilizagio de solugdes tamponizadas

parece aumentar a quantidade de tioéster formado, apesar da literatura s referir este

aspecto quando € usado o tamp#o Tris.HCI ¢ esse ndo ter sido o nosso caso.

Formag3o de tioésteres am condigles experimentais infeciores a psendo.primeira ordem

(selugiies ndo {amponizadas)
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Figura 3.14 - Formacdo de tiaésteres para 1 Cr(V1) : 5, 1 ¢ 0.5 GSH; [Cr(V)[=1x 10 -3 mol dm=3

As constantes de velocidade de formagdo e de decomposicio de tioésteres, kj e

ko, foram, mais uma vez, determinadas por ajuste dos dados de absorvincia a uma

equagiio nfo linear correspondente a uma sequéncia de dois processos de 1* ordem (Ver
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Seccdo 3.3.2). Para cada um dos casos estudados em que foi possivel fazer o referido
ajuste, as constantes ki e k» (constantes observadas) assim determinadas, estdo

compilados na Tabela 3.9.

{GSH]/ mM Condigdes 103xky/st 104xky/sT
experimentais

1.25 Hepes 0.2M 1.51 (0.16) 0.56 (0.09
2.5 excluindo O 1.68 (0.18) 1.04(0.10)
2.5 Hepes 0.2M 2.33 (0.03) 0.68 (0.05)
5,0 niio lamponizada 3.51 (0.07 1.17 (0.08)
5.0 Hepes 0.05M 2.20(0.16) 1.25(0.05)
5.0 Hepes 0.2M 2.22 (0.17) 1.45 (0.05)
10.0 Hepes 0.05M 2.25(0.14) 2.69 (0.05)

20.0% nice lamponizada 3.66 (0.27) 11.80¢0.35)

30.0* i, 6.15(0.45) 17.70 (0.40)

40.0% " 7.17 (0.50) 23.33 (5.00)

80.0* " 32,53 {0.48) 34.57(6.17)

Tabela 3.9 - Constantes de velocidade (observadas) de formagio (k1) e de decomposigio (ko) de
lioésteres, para reacgdes de reducdo de Cr(VI) por glutationa (dados obtidos por espectrofotometria de
UV/Vis; A=433 nm; [C{(VD)]=25x 10+ mol dm=3: = [CHVD)]=1.0x 10-3 mol dm 3 (desvips padrio

entre paréntesis)

As velocidades de formacio (e de decomposicdo) daqueles intermedidrios
dependem da concentragio de glutationa, sendo possivel estabelecer relaces

praticamente lineares entre estas constantes e a concentragio de GSH (Figura 3.15).
3.4.3.2.2 - Discussio de resultados

P&s-se-nos novamente a questdo do estabelecimento de uma relagdo entre estas

constantes de velocidade, ki e kn, ¢ as constantes determinadas anteriormente, quando
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Figura 3.15 - Dependéncia entre kj(obs) e kz (obs) de [ormagiio e de decomposicio de lioésleres e a
concentragio de GSH, em reacgdes de reduciio de Cr{VI) por GSH ([oram excluidos dos gralicos os
resullados correspondentes a [GSH] =80 mM); A = 433 nm; as constanles de 2% ordem obtidas (devem

considerar-s¢ como estimativas) sdo: k| =0.143 mol"l dm? sl e ko = 6.15x 102 mol-! dm3 571

se estudou a reducdo de Cr{VI) pela glutationa (Secgio 3.3.2.1, Tabela 3.4). A
concordéncia de valores encontrada para a redugio com cisteina parece nfo existir neste

caso. Comparando as Tabelas 3.4 e 3.9, pode verificar-se que:

a) - os valores de k; (da Tabela 3.4; 372 nm) sdo mais elevados que os de k (da

Tabela 3.9; 433 nm);

b) - os valores de k» (da Tabela 3.4; 372 nm) sdo menores que os de ko (da

Tabela 3.9; 433 nm)

Os resultados da alinea a) podem, provavelmente, ser explicados se, quando se
mede o desaparecimento de Cr(VI) se estd, simultaneamente, a ler o desaparecimento
do tioéster, que se formou raptdamente, havendo assim interfergncia do intermedidrio
na absorvancia correspondente & banda do cromato (Figura 3.16). Neste caso, as
constantes de velocidade ky(obs) referentes & redugdo do cromato apenas podem ser

encaradas sob um ponto de vista qualitativo.
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Figura 3.16 - Sobreposicio da variagio de absorvincia correspondente & redugfo de Cr(VI) (372 nm) e &

formacio do tioéster (433 nm)

Se for feita a comparagio entre as constantes kj(ops) Obtidas a 372 nm e a 433
nm (Figura 3.17-a), pode observar-se que as diferencas mais acentuadas se verificam,
precisamente, para as reacges em que foram usadas concentrages de GSH muito
elevadas. Para estas reacgdes, ou hd ou uma grande indeterminagfo no seu cdlculo ou,
pelo facto de esssas solugdes nio terem sido tamponizads, poderio verificar-se
mecanismos de reac¢io mais complexos com formacfo de espécies que poderfio

interferir na obtencio dos dados.

Quanto 4 alinea b), as constantes de velocidade de desaparecimento do tioéster
devem corresponder apenas a decomposiciio deste intermedidrio, pols sdo obtidas a
partir de dados de absorvincia lidos numa regifio "limpa" da influéncia da banda do
cromato. A 372 nm, ao fim de tempo de reaccio suficiente para que j4 haja
decomposicio do intermedidrio, ainda é de considerar a absorvincia do cromato. No
entanto, se se analisar a Figura 3.17-b, em que estfio representadas as constantes K2(gbs)
obtidas a 372 nm e a 433 nm, assim como as que foram determinadas apenas a partir da

2° parte das reacc¢des nio tamponizadas, pode verificar-se faciimente que o factor com
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maior influéncia na defini¢do destas constantes deve ser, provavelmente, o facto das
solugdes estarem ou ndo tamponizadas. Aquelas dltimas sdo praticamente coincidentes

com as que tinham sido obtidas por um ajuste néo linear.
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Figura3.17 - (a) ky(obs) € (b) K2(obs) em [ungio de {GSH]; dados das Tabelas 3.4 (372nm) ¢ 3.9 (433nm)

O facto de na reducio pela cisteina existir coincidéncia entre aquelas constantes,
pode também estar relacionado com o coeficiente de absortividade molar do tioéster
formado na reac¢do com a glutationa que nfio é garantidamente o mesmo que ¢ do

tioéster formado com a cisteina, interferindo de modo diferente, nos valores de
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absorvancia lidos que [evaram ao cdlculo destas constantes (Ver valores detalhados dos

coeficientes de absortividade molar no Capitulo 7 - Secgéio A).

Para as reacgSes efectuadas em condigdes de nfio pseudo-primeira ordem, néo se
observou decomposicio do tioéster, seguindo a reaccio por UV/Vis ao comprimento de
onda habitual (433 um), contraditoriamente ao que afirmam Brauer ef al [22]. No
entanto, estes autores também encontraram contradi¢des entre resultados obtidos por
UV/Vis e por outras técnicas, nomeadamente por RMN. Como nesse trabalho se
utilizou um valor de pH de reacgéio mais baixo (pH~5.8) que o normalmente usado nos
estudos em meio neutro, isto pode estar na origem das diferencas encontradas. O
simples facto de, para estas proporgdes, a quantidade de glutationa ser deficitdria na
reaccio de reducio, pode ser responsdvel pela eventual no aplicagdo do mesmo tipo de
mecanismo de reacgdo, isto €, predominar um passo de reducfio "por um electrdo”, tal

como o que é referido por O Brien ef af [ 100,131].

3.5 - Produtos finais da reducio de Cr(VI) por tidis
3.5.1 - Introducio

Como vimos, a entrada de compostos de Cr(VI) nas células e a sua reducdo no
interior das mesmas é explicada em termos do modelo de "entrada-reduciio” [10]. &n
vivo ou in vitro e independentemente da passagem por formas intermédias de Cr(V)
efou de Cr(IV}, o Cr(IIT) € o estado final em que este elemento, apés ter sido reduzido,
se pode encontrar intracelularmente. Quaisquer que sejam os mecanismos envolvidos,
os produtos finais obtidos dessas reaccBes serdo pois, sempre, compostos de
coordenaciio de Cr(Ill), com aqueles redutores, ou com outros ligandos presentes no
meio em reacgiio (Ver Capitulo 1). Sendo assim, uma das etapas fundamentais no
estudo dos mecanismos associados & toxicidade do crédmio € a identificagdo dos
possiveis compostos de Cr(HI) resultantes da redugdo intracelular do Cr{(VI).

Sempre que se pretenda modelar a redugio intracelular do Cr(VI}), hé que ter em
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canta que, no meio em reacgdo, além do ido metilico. o redutor, normalmente em
excesso, estd, em principio, presente em ambas as formas oxidada e reduzida, o que, de
algum modo, traduz as condicdes existentes a nivel intracelular (Ver Capitulo 2). No
entanto, mesmo considerando a grande capacidade (termodindmica) de complexagio
destes redutores, na forma reduzida ou nio (Ver Capitulo 2, Tabela 2.6}, a inércia
caracteristica dos complexos de Cr(IlI) em reacctes de substitui¢io € um factor a ndo
desprezar. E convém também ndo esquecer, que a formacdo dos produtos finais de
Cr(IIi) também pode ter lugar a partir de espécies em estados de oxidacfo intermédios,

muito mais [dbeis, sendo o crémio, j& complexado, finalmente reduzido a Cr(I1) [19].

Finalmente, a velocidade com que séo obtidos os produtos finais das reaccdes
de reducio de Cr(VI), também tem, obviamente, interesse na discusséo dos mecanismos
da toxicidade do crémio. Dependendo dos efeitos que estes compostos, ou os
intermedifrios seus precursores, possam provocar em termos genéticos, € importante ter
conhecimento do tempo necessdrio para que eles se formem, assim como da sua
estabilidade em solugfo, para se poder avaliar as possibilidades de provocarem esses

danos.

Na presente Seccéio deste Capitulo descreve-se o estudo da formacdo dos
produtos finais obtidos em reacgdes de redugio de Cr(VI) com cisteina, penicilamina e
glutationa. Nos dois primeiros casos, foram identificados, em solugio, os iBes
complexos bis(cisteinato) e bis(penicilaminato)cromato(Il). Contudo, da reacgiio com
glutationa apenas foi possivel propdr, com base em caracteristicas espectroscépicas, a
formagio de pelo menos um produto final de redugao, isto €, um(s) complexo(s) de
Cr(IIl) com aquele ligando na forma reduzida e/ou oxidada. Foi também estudada a

cinética de formacéo dos produtos finais destas reacgdes.
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3.5.2 - Identificacio de produtos finais

3.5.2.1 - Produtos de reduocio de Cr(VI) com cistefna e com penicilamina

A reducio de Cr(VI) por L-cisteina ¢ L- ou D-penicilamina, redutores
possuidores de um grupo tiol, foi efectuada em meio neutro, tamponizado ou nio, &
temperatura ambiente, em condi¢Bes de excesso de redutor. A formacio dos produtos
finais foi seguida, ao longo do tempo, por espectrofotometria de UV/Vis e de DC, até
nio se observarem alteracoes significativas nos espectros respectivos (entre 1.5 a 2.5
horas). No Capitulo 7 - Secgiio A, estas experiéncias sfo descritas detalhadamente,
embora ao longo do texto, em tabelas ou em graficos, sejam referidos alguns

pormenores considerados relevantes para o entendimento dos resultados obtidos.

3.5.2.1.1 - Resultados

Experiéncias preliminares efectuadas em solucio aquosa e seguidas por
espectrofotometria de UV/Vis, permitiram identificar, os anides complexos [Cr(cys),]
e [Cr(pen), ], (cys=L-cisteina; pen=L- ou D-penicilamina), como produtos finais das
reacgBes de reducio de Cr(V]) com aqueles aminodcidos. Como estes anides sdo
opticamente activos, na sua identificacdo foi também usada a especirofotometria de DC.
Em qualguer dos casos, os espectros de UV/Vis e de DC, obtidos no final das reacgdes
de redugfio, sdo caracteristicos das solugdes aquosas destes ides complexos, tanto
quanto & posi¢io como quanto 4 intensidade relativa das respectivas bandas (Figura
3.18 - Comparar com a Figura 4.1 do Capitulo 4). A espectrofotometria de DC permitiu
testar, além disso, se houve formacio de apenas um ou de uma mistura dos virios
isdmeros possiveis para este tipo de complexos. Em qualquer dos casos, verificou-se
que sé se obtinha o isémero, opticamente activo, cis(N,O)trans(S), tal como na sintese

"directa" destes complexos, isto €, a partir da reacgiio de Cr(IlI) com o aminoicido

respectivo (formacfo estereoespecifica) [78,147,148}.
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Figura 3.18 - Especiros de DC, dos anides complexos [Cr(l.-cys),]™ ¢ [Cr(D-pen) 5] obtidos da redugio
de Cr(VI) com L-cisteina ou com D-penicilamina, ao fim de 2.5 horas ; 1 Cr(VI): 20 aminodcido; pH

neuiro: temperatura ambiente; em solugdes tampdo Tris.HCI 0.05 mol dm™
3.5.2.1.2 - Discussdo de resoltados

Durante as reacgdes, associando a cor das solugfes aos compostos que af se
estdo a formar, € possivel ter noma primeira ideia dos produtos finats obtidos. Em ambos
os casos, as solugbes passam de amarelo a amarelo-laranja, laranja mais escuro
(formacdo rdpida do intermedidrio do tipo tioéster), verde, verde-acastanhado (estas
duas cores sfo possivelmente devidas a presencga de intermediarios de Cr(V) de cor
verde, com um méaximo de absorgio a cerca de 650 nm [149]), violeta, violeta-azulado e
finalmente azul, que é a cor caracteristica dos referidos anides em solugio aquosa, a pH
neutro (Ver Capitulo 4, Seccfio 4.2). Algumas horas apds o inicio da reaccgio, 2.5 em
média, a cor azul comeca a alterar-se para violeta e finalmente para vermelho-violeta, o
que pode dever-se & hidrdlise dcida dos i18es complexos que se formaram, a qual se
traduz pelo rompimento de ligagdes Cr-S com substituigio destas ligagdes pela

coordenacgdo de moléculas de dgua [78,79,126,150]. Na reacgiio de redugdo com cisteina,
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por exemplo, quando seguida por UV/Vis, a abertura daquelas liga¢des ¢ patente na
diminuigio de intensidade da banda a 605 nm e no desaparecimento dos dois ombros a
540 e a 460 nm. originando-se apenas duas bandas a 550 e a 410 nm. Estas
modificagles espectrais correspondem a uma mudanga no ambiente de cooordenagio
do crémio(lll), alterado de N,O,S, para N5O3S e finalmente para N, O, [78,79,151] (Ver
Capitulo 4 - Figura 4.6). Connett er al. [52], numa experiéucia idéntica a aqui descrita,
justificaram aquele tipo de alteragdes espectrais pela descoordenagfio da cisteina ndo
oxidada, que se tinha ligado inicialmente ao Cr{(IIl). No entanto, ndo discutiram quais as

ligacdes que estariam envolvidas na descoordenagio.

Com a penicilamina, nem sempre foi possivel observar o aparecimento da cor
azul caracterfstica do complexo [Cr{pen)2]- no final das reacgBes, o gue também se
verificou em algumas das experiéncias efectuadas com cisteina, apesar das constantes
de formacio destes complexos serem mutto elevadas (Ver Capitulo 2, Tabela 2.6) e do
ligando se encontrar em grande excesso. A coexisténcia de diversas espécies em
solugdo, tais como complexos com o ligando na forma reduzida, tricoordenado ou em
outros modos diferentes de coordenacfio, ou complexos com o ligando coordenado na
forma oxidada, poderd estar na origem destas observagdes, como foi, alids, referido

num outro trabalho [127].

A obtengdo do anifo [Cr{cys),]” como produto final da reducdo de Cr(VI) pela
cisteina, em meio neutro, tinha sido proposta num estud anterior [60], no qual apenas se
tinha posto a hipdtese do composto formado poder ser o isémero cis(N,O)trans(S},
cujas preparacio e estrutura cristalina haviam sido recentemente publicadas [148]. No
presente trabalho, a formacio estereoespecifica do bis(cisteinato)cromato(IIl), na forma
do isémero cis(N,O)trans(S), é inequivocamente demonstrada por DC, comparando o
espectro obtido no final da reac¢io de redugdo com o daquele composto puro

[78,126,147,148].

A reacgiio andloga com penicilamina foi estudada por Hojo e Sugiura [i27], que
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descreveram um complexo tridentado de Cr{IIl) e penictlamina como produto final da
reac¢iio, nao especificando qual o isémero obtido. A descrigio espectroscdpica desse
composto néo € coincidente com a do complexo puro, que prepardmos posteriormente
178] (Capitulo 4). O facto de, no espectro de UV/Vis apresentado nesse trabalho, nio
estarem definidas a banda mais intensa a 604 nm e o ombro 2 ela associado a 538 nm,
caracteristicas do referido complexo (semelhantemente ao espectro do {Cr{cys), |7,
além de ndo ser feita referéncia a banda de transferéncia de carga a cerca de 260 nm,
tipica das ligag¢Bes Cr-S, leva-nos a argumentar que o produto obtido por aqueles
autores nfo correspondia ao complexo puro, mas eventualmente a uma mistura daquele
composto com outras espécies com o ligando coordenado na forma oxidada, por

exemplo [78,127,151].

A reducio de Cr(VI) por estes aminodcidos foi também ja estudada em meio
muito dcido (pH 1-1.7) [21,74]. Em qualquer dos dois casos, apds separacio
cromatogréfica por troca iénica, foram obtidos pelo menos dois tipos de produtos, todos
de cor violeta. Na redugio com cisteina foi proposto que a primeira daquelas espécies a
ser elnida, contendo cerca de 60% do crémio total inicial, fosse um complexo de Cr{IlI)
com cistina {ciste{na oxidada), na propor¢io de 1:1, coordenada apenas pelos grupos
amina e carboxilico, uma vez que os grupos tiol estariam "blogueados” no ligando
oxidado. Esta hip6tese baseava-se apenas em argumentos mecanisticos?10 {19,97], além
de que a carga de um complexo desse tipo (+3) nem sequer coincidia com a do

~

composto eluido inicialmente (+2). Além disso, as ligagdes Cr-N-R ou Cr-O-R7, tém

3.0 4 redugio de Cr{V1) processa-se por mecanismos que envolvem intermedidrios reactivos de Cr(V)
e/ou de Cr{IV), ambos mais ldbeis que o Cr(lIl) {Ver Capitulo 2 - Secgdo 2.1.2). Sendo assim, a
"incorporagio” de ligandos nas formas reduzida e/ou oxidada, pode resultar directamente dos pagsos de
redugho gue ddo origem aos complexos de Cr(1E) (produtos {inais). Tem sido admitido que, se o primeiro
passo da redugfo envolver a transferéncia de um tinico electrfio, os igandos coordenados nos produtos
finais estardo na forina oxidada e, se aquela transferéneia for de dois electrdes, aqueles ligandos estarfio
na forma reduzida [19,971. Esle argumento costuma também ser uiilizado em sentido inverso, isto &,
usando a identificagio dos produtos de reacgdo para justificar a atribuicfio de um determinado mecanismo

(reduglio de Cr{VI} pela cisteina, por exemplo [60].
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pouca probabilidade de se manterem em condigdes tdo Acidas [150f, parecendo-nos.
duvidosa, por isso, a existéncia em solucio do referido complexo. No caso da
penicilamina, a natureza dos produtos obtidos nunca foi mencionada, sendo apenas
afirmado que os compostos eluidos, em condictes de pH e de forga idnica mais
drasticas, apresentavam uma cor violeta intensa. Apés hidrélise prolongada, aquelas
espécies transformar-se-iam lentamente no aquaido de Cr(II), levando aqueles autores
a considerarem-nas espécies muito complexas, eventualmente dimeros com carga +4
formados em reac¢Bes paralelas com o ifio dicromato, que nas condigdes dcidas da
reacgdo, estd presente em solu¢do em percentagens que tém que ser consideradas (5-

10% da quantidade total de crémio) [80j.

Neste trabalho, e tomando por base os espectros de UV/Vis e de DC obtidos no
final das reac¢es de reducfio (intensidade relativa e posigio das bandas), nfo foi obtida
qualquer evidéncia de que se tivessem formado outros complexos de Cr(Ill} além dos jd
referidos, nomeadamente complexos com aqueles aminodcidos coordenados nas formas

oxidadas.
3.5.2.2 - Produtos finais da reducio de Cr(VI) com glutationa

A reducdo intracelular de Cr(VI), processo "essencial" para que este elemento
provoque lestes a nivel do ADN, tem na glutationa nm dos seus mais provaveis
candidatos, in vivo. Experiéncias efectuadas com Cr(VI) e GSH, in vitro, tém resultado
na formacdo de "ligagBes-cruzadas ADN-proteinas" (ADN-protein cross-links) e de
outros aductos com compostos de Cr(Ill) / GSH ou Cr(IlI) / GSSG, de baixo peso

molecular [61,113,114,152].

A reducio de Cr(VI) pela glutationa tem vindo a ser estudada desde ha alguns
anos, tanto em meio 4cido [24,741, como em meio neutro [28,52,100,116,124,149,153]. Os
produtos finais destas reacgOes tém sido caracterizados como complexos de Cr{lIT) com
glutationa, coordenada na forma reduzida {52,74,100] ou oxidada [124,125], além de

espécies com crémio noutros estados de oxidagZo intermédios [24,28]. A literatura
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descreve a preparagio de alguns modelos desies compostos, a partir da redugdo de
Cr(VI) pela glutationa [28,124,154,155], ou por sintese de Cr(ITl) com GSH ou GSSG
[126,154,156]. Parece haver, no entanto, uma grande indefini¢io acerca da composi¢do e
da estrutura destes compostos. PGem-se diividas quanto ao modo como os ligandos
estdo coordenados ao ifio central, quanto a forma, reduzida ou oxidada, em que os
ligandos se encontram [28,124,126] e, ainda, quanto ao grau de polimerizagio dos
compostos obtidos [52,125]. Até agora, ndo foi determinada a estrutura cristalina de
nenhum destes compostos, o que seria determinante para se poderem estabelecer

comparagdes com 6s compostos jé preparados.

Tomando como objectivo racionalizar a informacio disponivel quanto acs
compostos que se obtém como produtos finais da redugfio de Cr(VI} com GSH, ou
como resultado de sinteses a partir de Cr(IIl) e de GSH (ou GSSG), levou-se a cabo a
preparagdo de compostos deste tipo, em solugio e/ou no estado sélido, usando quer os
métodos descritos na literatura quer novas condi¢cdes experimentais, de modo a poder
comparar e/ou identificar as caracterfsticas de cada composto, ou de cada grupo de
compostos, além de, eventualmente, estabelecer conclusdes acerca das respectivas
composicio e natureza. Definiu-se, para isso, uma estratégia de trabalho que

contemplasse circunstincias experimentais variadas:

19) - Partindo de solucdes aguosas de Cr(VI) e de GSH, a pH neutro, com
diferentes proporgdes Cr(VI) / GSH: as sofucdes foram deixadas a reagir durante
intervalos de tempo suficientemente longos para que as respectivas reacgdes de redugéo

se completassem.

2°) - i) - Partindo da reducgio de Cr(VI) pela GSH:

* preparagdo de um composto sdélido, segundo o processo descrito por Cieslak-
Golonka et gl [154].

* obten¢do de dois compostos, também no estado sélido, destinados a serem

utilizados como "compostos-modelo”, a partir de Cr(V]) e de GSH em proporgSes de
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ICr(V]) : 2.5 e 5 GSH, usando um método semelhante ao descrito por O Brien er af
(28].

it}- Com o objectivo de isolar produtos sélidos resultantes da reaccio entre
Cr{VI) e GSH, mas em diferentes estddios, intermédios, de reducgfio, foram postas a
reagir diversas misturas, contendo Cr(VI) em concentragio fixa e GSH, em proporg¢des
Cr(VD) / GSH variadas (1: 5 - 80). Todas as misturas foram congeladas ao fim do
mesmo intervalo de tempo (1 hora), sendo posteriormente liofilizadas.

Iii) - Sintese "directa” de complexos a partir de um sal de Cr(Ill) e de GSH, de
modo a obter o complexo [Cr{HzL)}{(H2L)] {GSH=HsL) pelo método descrito por
Abdullah et al {124].

iv)- Sintese de complexos "Cr(Il[)/GSSG", partindo de Cr(III) e de GSSG.

A descrigio detalhada do trabalho experimental efectuado é apresentada no

Capitulo 7 - Secgdo A.
3.5.2.2.1 - Resultados
1°)- Compostos ebtidos em solucio

No final das reacgdes de reduciio de Cr(V1) pela GSH foram obtidas solucBes de
cor rosa-violeta, cuja caracteristica mais notéria, comum a todas as proporgdes Cr(VI)/
GSH utilizadas, ¢ uma banda simétrica, de grande intensidade, com sinal negativo, a

cerca de 500 nm, nos espectros de DC (Ver Figura 3.22 - Sec¢do 3.5.3.2.1, a frente).
2°). Compestos ebtidos no estado sélido

i)- Seguindo o método proposto por Cieslak-Golonka ef al [154], obteve-se um
sélido de cor verde-escura, instavel, que, quando exposto ao ar, originava um ¢leo de
COT 1OX4.

Pelo método semelhante ao descrito por O Brien ef al [28], prepararam-se
compostos sélidos, também de cor verde escura, muito higroscdpicos, que se

decompdem em solugio.
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ii)- Das reac¢des de reducdo de Cr(VI) pela GSH (cujas solugbes foram
congeladas e liofilizadas) resultou um conjuato de misturas, que apresentavam, no
momento da congelagdo, todas as cores correspondentes as diversas fases da redugiio do
crémio, desde Cr(VI) até Cr(IllI) (amarelo, alaranjado, esverdeado, verde, rosa e
violeta). Mas apéds a liofilizagdo apenas se obtiveram sélidos de cor verde ou rosa-
violeta, a maior parte deles contaminada por um sélido branco.

iii)- As vdrias preparacdes do composto de Cr(1lI) com GSH, supostamente
[Cr(H3L)(H»L)], pelo método de Abdullah er af [126], originaram sélidos de cor rosa-
violeta, cuja identificagfio espectroscdpica nio foi coincidente com a descrita para
aquele composto.

iv)- Finalmente, da tentativa de preparagdo de um complexo de Cr(I1I} com
glutationa oxidada, obteve-se uma solugdo de cor vermelha, a partir da qual ndo se

conseguiu isolar qualquer sélido.

Os compostos referidos nesta Secg¢fio, tanto os obtidos em solugiio como no
estado sdlido, foram analisados por métodos espectroscdpicos. As caracteristicas de
UV/Vis e de DC estdio compiladas na Tabela 3.10, onde sfo comparadas com as de
compostos andlogos conhecidos. Exclufram-se desta Tabela os dados de IV, dos quais
ndo fol possivel obter qualquer relagfo clara que fornecesse informacio adicional 4 jd

extraida dos outros métodos espectroscopicos.
3.5.2.2.2 - Discussio de resultados

As misturas em solugo deverfio, em principio, ser constituidas por vérias
substancias: GSH, quando presente em excesso, GSSG, resultante da oxidagio pelo
Cr(VI), complexos de Cr(IIl) / GSH e / ou Cr(III} / GSSG, além de eventuais possiveis
outras espécies com crémio noutros estados de oxidagfo, nomeadamente Cr(V). A
andlise espectroscépica das referidas misturas e dos compostos gue foram obtidos no
estado sdlido, permitiu, no entanto, a obtencfo de resultados que podem esclarecer

alguns aspectos da quimica de reducfio de Cr(VI) pela glutationa.
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Composto
N (origem); Cor UV/Vis: DC : Apinm Ref
Cr(VI)/GSH Amdy/nm

] 152 verde 380 652 b (11390 (-)430 (+)480 (9540 (+)620€) | Kt
2 1:10 " 300 639D (+)390 (9500 (95609 "
3 1:15 rosa 410 570D (5390 {9500 (25709 "
4 1:20 " 440 320 b (+)350 (9500 (-)580 9

5 1:25 " 418 5500 (+)390  (-)500 {570 ¢

6 1:30 " 300 5409 (V390 (500 (95809
7/ 1:40 / 50 i 400 540 ) (4390 (500 (9570 @ "
9 1:60 videa .  545Y) (+)390  (-)300©) "
011 1:80/ 100 " (-} 500 ©) "
1213 1:2.5/5 9 verde 670 D) (H)390 (-)435 (1480 (-)540 (-)630¢)

14 1:2.5 4.¢) 375 5550 (+)390  (-)500 (-)590°)

15 1:59.¢) — ~400 570 B (H)390 (500 (-390 9

16 "Cr/GSH" verde 405 570D (+)350  (-)500°) (134

A08(69.5)546(62.4)
1718y [CrHaLH2L)] | roxo | 262(4.04x103H D | (40.019) 402 (-0.244) 503 (+0.041) 612%) (125]
258 300 420 5508)
19 |[ "Cr{H3L)YH2L) | viden 390 5000 (+)390 (1500 (36000 Et
20 || Nas[Cr(GSH)21 | -~ | 395(68) 545(59.941) (-0.5)378 (1.9)500 (-1.6) 5800
J1241
21 || rCramycessG” | rosa 402 5530 (395 (9500 (595D
El
,,.
22 || May[C(CBHuIBHRO | =G40 900 ' [28]

Tabela 3.10 - Caracteristicas espectroscdpicas dos produtos resultantes da redugio de Cr{VI) com

glutationa, ou da sintese de compostos de Cr{{il) com GSH ou com GSSG: a)-Compostos obtidos em

solugio aguosa: [Cr(VD)]=1mM; [GSH]}=5-100 mM; pH neutro; b)-Espectros de reflectincia (Vis)

obtidos em Nujol; ¢)-Espectros (DC) obtidos no estado sélido (pastilhas-de KBr); d)-Sétidos usados

como "modelo” (Ver texto); e)-Sélidos do "tipo" d), liofilizados apds terem sido mantidos em dgua

durante 1 hora; £) -Solugio aquosa; g)-Reflectincia (valores entre paréntesis: € ou Ag / mol 1 dm3)
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A andlise da Tabela 3.10 permitiu agrupar os compostos "Cr/GSH" em dois

conjuntos, Tipo I e Tipo II, caracterizados pelas propriedades seguintes:

I » cor verde
« espectro de UV/Vis com méximo centrado a 650 nm (Figura 3.19-a)
* espectros de DC com um grande niimero de bandas, com sinais que

alternam entre (+) e (-) (Figura 3.20)

) * cor rosa-violeta
» espectro de UV/Vis com as principais bandas no visivel centradas
sensivelmente a 400 e a550 nm (Figura 3.19-b)
* espectros de DC caracterizados por urna banda de sinal negativo, muito

intensa, a 500 nm, a qual, nalguns casos, apresenta uma outra banda associada,

a 580- 600 nm (Figura 3.21).

Abs

0.52

0.40

428 496 564 632 Anm

Figura 3.19 - Especlros de UV/Vis (obtidos em pasta de Nujol) dos compostasl e 6 (Tabela 3,10}

No Tipo I estio agrupados os compostos 1, Tabela 3.10, para o qual houve
paragem da reaccio numa fase quase inicial da reducdo, 12 e 13, obtidos segundo um
método analogo ao da preparagio de compostos de Cr(V) [28,124] & 22, especificamente
um complexo de Cr(V) com GSH [124]. Considerando as respectivas caracteristicas

espectroscdpicas, pode dizer-se que todos parecem ser compostos de (ou com) Cr(V)
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que, pelo menos, deve existir nestas amostras em quantidade aprecidvel. A cor verde
caracterfstica destes sélidos tem origem na transi¢io electrénica 2T2 — “E (Cr(V)=d!),
de baixa energia, caracteristica do crémic neste estado de oxidacdo, que se traduz na
banda de absor¢éo observada a cerca de 650 nm [23,124]. Os espectros de DC destes
compostos, por sua vez, apresentamn um "padrio” completamente diferente do
normalmente apresentado por compostos de Cr(III) (Figura 3.20). Este "padrio” parece

indicar a existéncia de uma mistura complexa no sélido que se estd a analisar.

(u.a.)

630 530 430 330
1

Aam

Figura 3.20 - Espectre de DC (obtido em pastitha de KBr) do composto 1

Por sua vez, o Tipe II é declaradamente formado por complexos de Cr(III),
também com base nas suas caracteristicas espectroscépicas (nimero de bandas na
regifo visivel e espectros de DC). No entanto, parece englobar dois tipos de situagSes
distintas: uma, para a qual os espectros de DC apresentam apenas uma banda de sinal
negativo a 500 nm (compostos 9,10,11,16,17) e outra, em que associada aquela, aparece,
a 3580-600nm, uma segunda banda de menor intensidade (compostos

2,3,4,5,6,7,8,14,15,19, 20 ¢ 21) (Figura 3.21).

Os espectros electrénicos destes complexos de Cr(III) apresentam a banda de

menor energia a cerca de 550 nm, que traduz um campo de ligandos um pouco mais
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fraco que o dos tris(aminocarboxilatos) (Ver Capitulo 5 - Secciio 5.3.3). o que pode
significar uma esfera de coordenac@o do tipo N204, em vez da N3Oz destes tltimos

[18,126,157,158].

era,

AMnm

11

Figura 3.21 - Espectros de DC (obtidos em pastilha de KBr) dos compostos: 6 (=) e 11({—)

O facto dos espectros de DC dos compostos do Tipo I¥ serem dominados por
uma banda de sinal negativo a 500 nm, € invulgar, pois nos complexos de simetria mais
baixa a banda correspondente & transicdo de menor energia (4Azg—>4T2 g, em
complexos octaédricos) apresenta-se, geralmente, desdobrada em duas componentes de
sinal oposto [126,157,158] (Ver Capitulo 5). Apds ter havido reducio completa do Ce(VI}
e como as bandas na regifio visivel se devem a transicdes d-d do centro metélico de
Cr(III), assimétrico (o DC detecta apenas espécies opticamente activas), a GSH que ndo
reagiu e/ou a GSSG (os sélidos ndo foram purificados) deve encontrar-se coordenada

ao crémio produzindo centros quirais responsaveis por aquele tipo de espectros.

Na Secgdio 3.3 tinha-se constado que a velocidade de redugdo de Cr{VI) pela
GSH dependia da conceniragio desta iltima. Uma vez que todas as experiéncias foram
efectuadas com propor¢tes Cr(VI) / GSH superiores s estritamente estequiométricas e

como a redugio foi parada ao fim do mesmo intervalo de tempo, as diferentes misturas
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nio estavam na mesma fase de redugdo, aquando dessa paragem. O composto resultante
da proporcdo 1 Cr(VI1)/ 5 GSH € constituido, provavelmente, por um complexo de
Cr(V), em primeira analise devido a sua cor verde, ao contrdrio de todos os outros
obtidos a partir das proporgdes mais elevadas, com excepcio feita ao resultante da
propor¢do [:10, que parece estar numa "zona de fronteira”. As misturas 1:10, 20 e 25
também apresentavam cor verde no momento da congelagio, mas apds a liofilizagéo,
verificou-se que se tinham alterado para rosa-violeta, ou seja, mesmo a baixa
temperatura e num processo de exclusdo progressiva de 4gua, a reacgio de redugéo
ainda prosseguiu. Este mesmo comportamento foi também observado para os
compostos "modelo de Cr(V)" (12 e 13), que tinham cor verde no estado sélido, mas que
quando em solugdo durante algum tempo, se decompuseram (reduziram). Essa
transformacfio foi visivel quer pelas altera¢des da cor (verde ~— rosa-violeta) quer das

suas caracteristicas espectrais (14 e 15).

Analisando novamente a Tabela 3.10, verifica-se que, por um lado, os
compostos que apresentam espectros de DC com uma tnica banda (500 nm), sdo os que
resultam da reducgdo de Cr(VI) pela GSH em proporgbes Cr(VI) / GSH muito elevadas
(>1:60) (9,10, 11} (solucdes liofilizadas) e o que foi obtido pelo método de Cieslak ez al
[154] (16), além daquele que, supostamente, & & partida um complexo de Cr(III) cont
GSH coordenada (17). Este mesmo tipo de espectros foi também obtido para todas as
proporgoes Cr(VI) / GSH usadas (1:10, 20, 30, 40, 60, 80), quando se esperou tempo
suficiente para que as reacgdes de redugéo se completassem (Ver Figura 3.9 e Seccio
3.53.2.1 - Figura 3.24). A semelhanca entre os espectros obtidos sugere, embora nio
prove, que para todas aquelas proporgfes Cr(VI) / GSH se forma um vinico composto,
ou entfio uma mistura "relativamente uniforme" de compostos, que originam espectros

do mesmo tipo.

Todavia, os compostos cujos espectros t&ém uma segunda banda (ombro) a 580-
600 nm, s3o aqueles em que se utilizaram menores proporgdes de Cr(VI) / GSH (2,3.4.5,

6,7,8), os que resultaram da decomposicio em solugido dos "compostos modelo”, que
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tinham sido preparados a partir de propor¢des baixas de Cr{VI)/ GSH { e 15), 0
composto de Cr(IlI} que se admite ter GSSG coordenada {20) ]124], 0 composto obtido
em solucgdo, a partir de Cr(IIT) e de GSSG (21) e o resultante da sintese do complexo de
Cr(111) com GSH segundo Abdullah er al [126]. cuja caracterizagio nfo foi coincidente

com a daquela referéncia (19).

Sendo assim, pareceu-nos passivel aventar a hipdtese de que a glutationa
oxidada, quando coordenada ao Cr(I1Il), pudesse ser a responsdvel pela segunda banda,
a 580-600 nm, nos espectros de DC daqueles dltimos compostos. De notar que esta
banda deixa de estar presente nos espectros de DC dos compostos resultantes da
reducgéo com proporgdes baixas de Cr(VI) / GSH, desde que as redugdes sejam levadas
até ao fim (vérias horas de reaccio). B provavel que, durante a redugdo de Cr(VI), possa
ser a GSSG que inicialmente se vai coordenar ao centro de crémio, seja jd ao Cr(11I) ou
ainda as formas nos estados de oxidacfo intermédios, Cr(IV) ou Cr(V). Como, a pH
neutro, 2 GSSG contém, por unidade, maior ndmero de locais de coordenacdo do tipo
"duro” (carboxilatos) que a glutationa reduzida, estando esses locais disponiveis na
forma aniénica, deve ter "melhor" capacidade para coordenar ao crémio durante a
redugio. Mas, desde que o redutor esteja presente em grande excesso na forma reduzida
(GSH), h4, possivelmente competicdo, entre as duas formas de glutationa e a GSH vai
substituindo a GSSG que inicialmente estava coordenada, o gue justificaria o nio
aparecimento daquela segunda banda nos espectros obtidos das experiéncias em que as
misturas reagiram até se completar a reducfio, mesmo para as proporcdes Cr(VI) / GSH

mais baixas, as quais, de qualquer modo, também contdm o redufor em excesso.

Esta tentativa de distingfo entre GSH e GSSG coordenada, concorda com a
proposta de mecanismo que foi analisada atrds (nota de rodapé 3.10, Secgio 3.5.2.1.2),
segundo a qual, sempre gque o processo de reducdo se da por transferéncia inicial de um
electrfio, o ligando "aparece" nos produtos finais coordenado na sua forma oxidada.
Este facto é corroborado pelas evidéncias da presenca de complexos de Cr{V) nos

passos iniciais da reduciio (complexos agrupados no Tipo I) [19,52,60,97,124].
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A espectrofotometria de UV/Vis, ac contrdrio da de DC, parece ser
incaracteristica na distin¢io.de complexos com glutationa reduzida ou oxidada. Por esta
técnica, tentou verificar-se se se observava alguma banda a cerca de 260 nm, que
pudesse justificar a existéncia da ligagio Cr-S, servindo assim para distinguir,
eventualmente, glutationa coordenada na forma oxidada ou reduzida. Contudo, apenas
se conseguiram detectar alteracdes na intensidade de um ombré nessa regiao ¢o
espectro, que primeiro aumenta e depois diminui com o tempo, o qual jd estava também

presente nas solugdes iniciais tanto de GSH como de GSSG.

Finalmente, os espectros de infravermelho obtidos das solug@es licfilizadas, de
um modo geral, apresentam bandas largas e pouco informativas. Mesmo nos casos em
que foram utilizadas as proporg¢des Cr(VI) / GSH mais elevadas, nem sempre foi dbvia
a presenca da banda de alongamento do grupo sulfidrilo -SH, a cerca de 2550 cm-1, que
deveria ser clara quando hd excesso de GSH. Na regido em que se situa a banda de
alongamento da ligacfio -S-S-, a cerca de 520 cm™!, embora sejam visiveis algumas
bandas pouco intensas que poderdo, eventualmente, corresponder aquele grupo, foi

impossivel identifica-la.

3.5.3 - Cinética de formacio de produtos finais de reacces de reducio de

Cr(VI) por tidis
3.5.3.1 - Reacgoes de reduciio com cisteina e com penicilamina

A cinética de formacao dos iGes complexos [Cr(L-cys),i-e [Cr-(L— e D-pen), ],
identificados como produtos finais da redugfo de Cr(VI) pela cisteina ou pela
penicilamina, foi estudada em condi¢cOes experimentais variadas, a pH neutro ou
aproximado. As reaccbes foram seguidas por DC 311, tendo a variagiio de absorvancia

com o tempo, sido controlada a comprimento de onda fixo correspondente ao Ap4 de

341 Usou-se espectrofotometria de DC preferencialmente 3 de UV/Vis, porque, por razdes de
sensibilidade do equipamento utilizado, a variag@o de intensidade das bandas escolhidas para seguir a

reacciio é mais significativa por aquele primeire método.
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absorcio da banda de maior intensidade caracteristica de cada um dos complexos, 612
nm para [Cr(L-cys,|” e 610 nm para {Cr(L.-pen), |-, até se atingir, em cada caso, um
valor que se manteve constante durante um intervalo de tempo bastante alargado (Para

outros detalhes experimentais ver Capitulo 7 - Secciio A).
3.5.3.1.1 - Resultados

Tanto na reacgdo com cisteina como com penicilamina, observou-se um
aumentc de absorvincia em func¢io do tempo, para qualquer das condig¢es

experimentais usadas (Figura 3.22).
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Figura 3.22 - Redugde de Cr(VI) pela cistefna: aumento de absorvéineia com o tempor A = 612 nm;
[Cr(VD)] = 5.0 x 10~ mol dm ™3 ¢ [L-cistefna] = 1.0 x 1072 moi dm™ (1 Cr(VI) : 20 L-cisteina); solugGes
aquosas a pH=7.0, ajustado antes do infcio da reacgiio com KOH, ou tamponizadas com Tris.HCl ou

HEPES 0.05 mol dm™; especificactes de pH, na figura.

Aos dados de absorvincia foi aplicado um tratamento de cinética de 1* ordem,

constatando-se haver linearidade nas representacdes grificas de In (Acw-Aocbs) em
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fun¢do do tempo, durante pelo menos 2 ou 3 tempos de vida média. As constantes de
velocidade de formacio, keps, dos produtos finais destas reacgdes, obtidas em
condicBes experimentais de pseudo-primeira ordem, foram calculadas a partir das

referidas representagdes graficas (Tabela 3.11).

Condicoes experimentais | Cistefna | Penicilamina
107% Kpgfs 103x kg hg/s
Tris.HCl {(pH=8.0) 244 0.98
Tris.HCl (pH=7.4) 234 1.10
Tris. HCI {pH=7.0) 2.56 1.34
HEPES (pH=7.0) 136 e
HEPES (pH=5.1) 0.96 —
H,O (pH=7.2) 176
HyO (pH=7.68) | - 0.75

Tabela 3.11 - Constantes de velocidade, kopg, de formagio de [Cr(L-cys),]™ e de [Cr(L-pen)s]
resultantes da redugfio de Cr(VI) por L-cisteina ou L-penicilamina em condigBes de pseudo- 17 ordem,
[CH(VD)] = 5.0 x 10~+ mol dm3; {L-Penicilamina] = [L-Cistcfna] = 1.0 x 102 mol dm 3 (1 Cr(VI) : 20

L-Aminodcido)

A analise da Tabela 3.11 permite constatar que, de um modo geral, k. depende
do redutor, do pH do meto e do tipo de tampéo utilizado, isto é:

1) - ke € tanto menor quanto mais &cida for a solu¢fo;

i) - kype» para o mesmo pH, depende do meio ter sido ou nio tamponizado;

iii) - para solucBes tamponizadas, ao mesmo pH, as constantes de velocidade de

formacio s3o mais elevadas quando se utiliza o tamp#o Tris. HCI;

iv) - aquelas constantes de velocidade, no caso da reacgio com penicilamina,
sao cerca de metade das da cisteina.

A partir dos coeficientes de absortividade molar dos complexos [Cr{L-cys,;]™ e
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[Cr(L-pen), |~ (Ver Capitulo 4), conhecidos da literatura {78,126], foram calculadas, para
um mesmo intervalo de tempo, as concentra¢Ses em solugdo de cada um dos complexos
formados, bem como as respectivas percentagens em relagio a quantidade de Cr{VI)
inicialmente presente em solugio (Tabela 3.12). Depois de se terem atingido valores de
absorvancia constantes, ou seja, apds cerca de 2.5 horas de reacgiio, essas percentagens
méximas foram de 57%, para [Cr(L-cys,|” e de 35%, para |Cr{L-pen), | . Estes
resultados reflectem, mais uma vez, as diferengas jd anteriormente constatadas entre as

reacgdes de redugio com estes dois aminodcidos.

Tdo Tris.HCI HEPES H,0

complexo formado | ,prg 6| p1E7.4 | pH=8.0 | pH=7.0 | pH=5.1 | pH=7.4 | pH=6.7

Wi [CriLays,r | 255 | 250 | 7T | 18 | 136 f2as |
(53%) | (50%) (36%) | (27%) | (3%
g | e s | | v} | o8
W ICr(Lpem)al | o5ey | (22 | 199) (16%)

Tabela 3.12 - Concentragdes molares (x 10H) em [Cr(L-cys)s]™ e em [Cr(l-pen); |” € percentagens em
relaciio & conecnlragio inicial de Cr(VI) (entrc paréniesis), atingidas so fim de 16 minutos de roacgio;
[Cr(VD)] =5 x 10 mol dm?; [L-Aminodcido] = 1.0 x 10 mol dn?; reacgdes estudadas por Dicroismo
Circular: Ag ([Cr(L-cys)51) = +1.56 mol™! dm3 e Ag ({Cr(L-pen)]") = +1.48 mol-t dm? 78]

3.5.3.1.2 - Discussao de resultados

Como veremos no Capitulo 4, onde os i18es complexos bis(cisteinato) e
bis(penicilaminato)cromato(Ill) sdo estudados em detalhe, hé determinadas condi¢Ges
experimentais ideais para que aqueles complexos se formem em solugdo. O pH do meio
¢ muito importante na "disponibilidade" dos locais para a coordenacfio. A pH 5, por
exemplo, € patente que, para o mesmo intervale de tempo, se forma menor quantidade
de complexo, em relacio ds outras experiéncias efectuadas a pH neutro ou aproximado
(Tabela 3.12). Em meios mais acidicos, os grupos SH estfio possivelmente protonados

na quase totalidade ( e, eventualmente, também os grupos amina), nfo se coordenando



Cap. 3 - Cinélica de redugiio de Cr{ V) por s 96

ao ido metalico central e, portanto. nfo dando origem ao aumento de intensidade que se
esperaria das bandas caracteristicas das ligagdes Cr-S naqueles complexos, usadas

como controle da velocidade de formagiio dos referidos reacg8es complexos.

O tipo de tampédo também parece influenciar a velocidade destas reacges e
consequentemente a formacio dos respectives produtos finais. O préprio tampio
Tris.HCI, pelo menos segundo a literatura [113], actua como catalisador destas reaccdes,
podendo esta hipétese explicar as constantes de velocidade mais elevadas, obtidas

sempre que foi utilizado aquele tampéo.

I

i importante notar que as velocidades de formacio destes ides complexos
(Tabela 3.11) séio muito menores gue as velocidade de redugfio para ¢ mesmo sistema
(Tabela 3.5). O processo de formacio destes complexos implica a coordenagio de
ligandos por trés dtomos dadores (forma tridentada), com reaccdes de fecho de anel.

Estas reaccdes sdo, de um modo geral, bastante mais lentas que as reacgdes redox.

Relativamente as diferengas entre as velocidades de formagio dos complexos
rcom cisteina ou com penicilamina, elas poderio dever-se a mecanismos de redugio
distintos, que podem implicar velocidades diferentes para os diversos passos e,
portanto, velocidades de reacgdo globais, também diferentes (99,100,127}, tal como foi
proposto no estudo dos mecanismos de reducfio do Cr(VI) por estes aminodcidos, que
efectudmos neste trabalho (Ver Secgfes 3.3.3 e 3.4.3). Sendo assim, a velocidade com
que o Cr{III), ou os intermedidrios de Cr{V), ou de Cr(IV), se formam em solug¢io,
tornando-os "acessiveis” a coordenarem o aminodcido, na forma reduzida on oxidada,
serd também diferente [19,60,97,99,100,127]. As constantes de estabilidade daqueles
complexos sdo também factores a ser tidos em conta, embora apenas por consideracSes

termodinamicas.

As quantidades méaximas dos referidos complexos obtidas no "final" das
reacgdes de reducio, [Cr(L-cys, [~ (57%) e [Cr(L-pen}), | (35%), poderdo reflectir a

formacdo em solucfio de espécies variadas, originadas no processo de redugio ou
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produtos de reacgdo de hidrolise. e pelas quais a quantidade inicial de crémio €
distribuida. Essas espécies ndo sao, provavelmente, opticamente activas e, por isso. néo

interferem nos espectros de dicrofsmo circular.
3.5.3.2 - Reaccdes de reduciio com glutationa

Tal como foi visto na Secgfio 3.5.2.2, a redugio de Cr(VI) pela GSH. em
condi¢cGes experimentais de excesso de ligando, da origem a espécie(s) de Cr(III)
opticamente activa(s), cujos espectros de DC se caracterizam, essencialmente, por uma

banda muito intensa, de sinal negativo, com um méximo a cerca de 500 nm.

Experiéncias preliminares mostraram que, para uma mesma concentragdo de
Cr(VI), a intensidade desta banda depende da concentragiio de GSH e do tempo de
reaccdo. Em consequéncia destas observacgdes foi efectuado o estudo cinéiico da
formacio do(s) complexo(s) de Cr(III), o(s) qual(is), tal como se discutiu na Secgéo
3.5.2.2.2, pensamos ser(em) complexo(s) de Cr(Ill) e glutationa reduzida. O aumento
de intensidade da referida banda, a 500 nm, foi seguido, em funcdo do tempo de

reac¢do, por espectrofotometria de DC.
3.5.3.2.1 - Resultados e discussiio

Para o mesmo tempo de reacgdo, a formacdo da banda negativa a 500 nm, é
tanto mais rapida, ¢ a banda € tanto mais intensa, quanto maior a concentraciio de GSH
presente na solucdo em reaccfo. Para cada caso individual, quanto maior € o tempo de

reaccdo maior a mtensidade da referida banda (Figura 3.23-a e b).

Representando a altura daquela banda em funciio da concentragiio de glutationa,
para os mesmos tempos de reaccdio verifica-se, de um modo geral, uma
proporcionalidade directa entre a intensidade e a respectiva concentragio de glutationa,
até A proporcdo médxima de 1 Cr(VI): = 40 GSH (Figura 3.24). Para proporgdes mais
elevadas, atinge-se um "patamar", correspondente a um valor limite méximo de

gquantidade de composto em solucdio. Estes resultados indicam claramente que a
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Figura 3.23 - a)-Banda de sinal negativo em DC (A g = 500 nm), resuilante da redugio de Cr{VI) por
GSH, apés 24 horas de reacgiio (proporgdes Cr:GSH especilicadas na [igura); b)-Variagio da intensidade
das referidas bandas com o empe de reacgiio (1 Cr{VI): 80GSH); os tempos de reacgiio cstdo

especilicados na [igura

formacdo da espécie (ou espécies) responsével pela referida banda a 500 nm nos
espectros de DC estd condicionada pela quantidade de crémio presente em solugdo,

pois que a GSH se encontra sempre em grande excesso.
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Figura 3.24 - Relagdo eatre a intensidade da banda, de sinal negativo, a 500 nm (DC) & o tempo de

reacciio (redugdio de Cr(VI) pela glulationa)

A formacio do(s) complexo(s) ndo segue uma cinética de ordem simples, no

tendo sido possivel estabelecer uma lei de velocidade que descreva este processo. Ao
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comprimento de onda a que foi feito o estudo destas reaccOes (500 nm). verifica-se, na
fase inicial da reducio, o aparecimento de uma banda de sinal positivo, pouco intensa,
que rapidamente comeca a dar origem a banda negativa que temos estado a referir. Este
tipo de evolucdo espectral traduz, muito provavelmente, a formacgfo e a decomposi¢io
de espécies intermedidrias, nomeadamente de Cr(V), que interferem nos espectros do(s)

produto(s) final(is) (Ver Secgio 3.5.2.2.2, Tabela 3.10 e compostos 1, 12 ¢ 13).

3.6 - Resumo e consideractes finais

O conhecimento da interag@o do crémio com sistemas biolégicos incide quase
obrigatériamente no estudo da interrelagdo entre este elemento e redutores
intracelulares com grupos tidlicos (glutationa e cisteina), dadas as concentragdes

fisiolégicas de alguns destes compostos aliadas s suas propriedades redutoras.

Neste Capitulo, foram postas em evidéncia as dificuldades que dominam o
estudo da cinética e dos mecanismos das reaccbes de redugiio de Cr(VI) com alguns
daqueles redutores tidlicos, dada a diversidade de condi¢des experimentais utilizadas
pelos diferentes autores que levam a uma dispersfo de resultados de dificil comparaggo.
Embora se esteja ainda longe de conclusdes definitivas, foram exploradas algumas
situacBes novas, que permitiram obter resultados com interesse para a compreensio dos
mecanismos destas reacgSes. Nomeadamente, do tratamento das reaccdes de reduciio de
Cr(VI) pela GSH como sistemas bifasicos, foi possivel obter os pardmetros cinéticos
referentes aos dois primeiros passos destas reacgSes. Hstes parfimetros permitiram
relacionar a reducfo do Cr(VI) com a formac@o e a decomposicio de intermedidrios, do
tipo tioéster, que foram também identificados e caracterizados, em concordancia com o
tipo de mecanismo normalmente aceite na literatura. A constatago de passos iniciais
muito rdpidos levou-nos a estudos cinéticos por "stopped-flow", que possibilitaram a
observagdo de um tioéster, pela primeira vez detectado na reacgio de reducdo do

Cr(VI) pela cisteina, em meio neutro. A "identificacio"” deste intermedidrio é
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considerada um factor de peso na atribuigéio inequivoca. a este tipo de reacgdes, de um
mecanismo de pré-equilibrio, desfazendo assim alguma especulagdo existente na
literatura. Os resultados obtidos para as redugdes de Cr(VI) com penicilamina
permitiram a confirmagdo de outro tipo de mecanismo, corroborando dados

anteriormente obtidos por outros métodos.

O interesse pelos aspectos estruturais destes intermedidrios levou-nos a estudar,
por espectroscopia de Raman, a reacgdo de redugfio de Cr(VI) pela GSH, em meio
neutro. Deste estudo obtivémos evidéncia para o envolvimento do grupo sulfidrlo com

o cromato na formacdo do intermediério, concordando com resultados a pH mais baixo.

A aplicacdo do mesmo modelo matematico usado no estudo da redugéo do
Cr(VI) tornou possivel determinar constantes cinéticas de pseudo-primeira ordem (¢ de
2* ordem na reacgiio com GSH) para a formagio e decomposi¢io daqueles
intermedidrios. E se no caso da reaccio com cisteina as referidas constantes estdo em
quase perfeita concordéncia com os parmetros obtidos para a reducgio de Cr(VI), isto
¢, de tal modo que a comstante de velocidade, kj(ohs), de reducdo do cromato €
praticamente igual 4 constante, ka(chy), de formacdo do tioéster, confirmando o
mecanismo de pré-equilibrio atribuido, na redugiio com glutationa o processo
apresentou-se mais complexo. Pelo facto de neste dltimo caso k(372 nm) ser superior
a k1(433 nm), parece indicar interferéncia do tioéster nos valores de absorvincia lidos
para controlar a reducfio do Cr{VI} (na banda caracteristica do cromato a 372 nm),
estando-se simultaneamente a ler o desaparecimento daquele intermedidrio, que se
forma rapidamente e se vai entretanto acumulando (o passo de decomposicéo € mais
lento). Isto levou-nos a encarar aquelas primeiras constantes apenas de um ponto de
vista qualitativo, o que poderd, eventualmente, explicar a dispersdo de outros resultados
existentes na literatura. De qualquer modo, foi inovador o estudo de comparacio entre
os pardmetros cinéticos de dois processos simultdneos e concorrentes neste tipo de

reaccdes.
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Qutros aspectos de grande importincia para o tema focado neste Capitulo foram
a identificagfo dos produtos finais formados nas reacgdes de reducio de Cr(VI) pelos
referidos redutores e a sua cinética de formagdo. Para as redugdes com cisteina e com
penicilamina, a pH neutro, foram identificados como produtos finais complexos de
Cr(IIl) com aqueles aminodcidos coordenados na forma reduzida. Apesar de nio termos
informagao acerca deste tipo de complexos com os respectivos aminoédcidos nas formas
oxidadas, p0s-se a hipdtese de que a formagdo deste dltimo tipo de compostos nio se
tivesse verificado, pois nfio encontrdmos quaisquer indicios nos espectros de dicroismo
circular, onde certamente eles se manifestariam. Como resultado das redugdes com
glutationa, pensamos ter obtido apenas misturas, na grande maioria dos casos. No
entanto, dada a variedade de situagBes que foram testadas, foi possivel tecer algumas
consideractes que julgamos pertinentes. Os espectros de DC destes compostos
apresentam, praticamente, uma \inica banda muito intensa, de sinal negativo, a cerca de
500 nm, e sfo caracteristicos das redugdes em que o redutor estava presente em grande
excesso, enquanto que os resultantes de reaccdes com menores quantidades de GSH
apresentam também um ombro associado aquela banda, a 580-590 nm. Este ombro
pode ser indicativo de GSS(G coordenada, a qual iria sendo substituida pela GSH, tanto
mais rapidamente quanto major for esse excesso. Além disso, nos casos em que nfo se
permitiu que a reducdo se completasse, os espectros de DC sfio bastante complexos,
fazendo prevér a presenca de oufras espécies, as quais pela cor verde que apresentam
{em solugdo ou no estado sglido quando essas solugdes foram liofilizadas), contém
certamente, e ainda, crémio no estado de oxidacfo +5, mesmo ao fim de 1 hora de
reacgdo! (os espectros electronicos nestes casos tém uma banda a cerca de 650 nm,
considerada caracteristica do Cr(V)). O facto de complexos de Cr(V) poderem ser
gerados a pH neutro, em intervalos de tempo razodveis, permite extrapolar para
situagdes in vivo, pois que a sua presenca € um aspecto importante a ter em conta na
redugfio de Cr(VI), j4 que se julga serem eles os responsdveis pela formacgio de radicais

livres, importantes nos mecanismos de toxicidade do crémio.
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4. Sintese, caracterizacio espectroscépica e
estudos cinéticos de compostos de

coordenacdo de Cr(Ifl) com ligacoes Cr-S

4.1 - Introducio

Ao longo dos trés Capitulos anteriores, foram focados algnns aspectos da quimica
do crémio em solugdo (Capitulo 1) e estudadas reacces de redugfio nas quais este
elemento estd envolvido (Capitulo 2), dando-se particular atenc¢do, em ambos 0s casos,
aos aspectos que, de algum modo, possam ser relevantes para compreender o
comportamento bioldgico deste elemento (Capitulos 2 e 3). Em relagfo a este dltimo
aspecto, focaram-se, em particular, os redutores que contém enxofre, tanto pela sua
capacidade para reduzirem o cromato, como por se ligarem ao centro metilico, dando

origem a compostos de coordenacio de Cr(IHI) com ligacGes Cr-S (Capitulo 3).
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Sendo hoje aceite que o resultado final da redug@o de Cr(VI), in vivo, pode ser a
formagfio de complexos de Cr(III) com aminodcidos, peptideos ou proteinas contendo
residuos de cisteina, considerou-se ser do maior interesse investigar em profundidade a
cinética de substitui¢do em complexos modelo daquelas situacdes, bem como outros
aspectos da respectiva quimica em solugfio. Em termos da cinética de substitui¢io de
compostos de coordenacio de Cr(Il1), considerados normalmente inertes, a ligagio Cr-S
comporta-se de maneira que se pode considerar "invulgar”, pois hidroliza-se de modo
rapido e relativamente reversivel, em condi¢Ges de pH ndo muito diversas das do pH

-

fisiolégico [79,151,160,161].

No presente Capitulo, sdo estudados, nomeadamente por métodos
espectroscdpicos, os comportamentos em solugio (aquosa ou nio) de alguns complexos
de Cr(III) que contém aquela(s) liga¢do(des) Cr-S, assim como a sua cinética de
substituicfio por hidrélise Acida. Para isso, comegou-se por sintetizar e caracterizar alguns
complexos daquele tipo, tais como M[Cr{cys)>].2H2O (M=Na/K}, K[Cr(pen)»].2H->O
(pen=D-e¢ L-) ¢ Naz[Cr(tma),].7H- O, em que cys=(cisteinato) 2-, pen=(penicilaminato) -

e tma=(tiomalato) 3-.

Os resultados destes estudos permitem inferir algumas consideragtes em relacio a
estrutura e ao comportamento em solugio deste género de compostos, que sdo relevantes
para compreender alguns dos processos biolégicos associados a toxicidade do Cr(VI) e a

outras propriedades biolégicas deste elemento.

~

4.2 - Sintese e caracterizaciio dos compestos de coordenacio de Cr(III)
MICr(L-cys);].2H20 (M=Na ou K), K[Cr(pen);].2H,0 (pen=D- ou
L.-pen) e Naz[Cr(tiomalato),].7H;0

4.2.1 - Sintese quimica

Dos complexos de Cr(IlI) que contém ligagdes Cr-S, M[Cr(L-cys),].2H20
(M=Na ou K) [126,148,151], [Cr(L-hist}(D-pen)] HoO [162] e [Cr(L-cys)(1.-hist)] 3.5H20O



Cap. 4 - Complexos de Cr(lil) com ligagtes Cr-§ —— [0

[163], sdo dos que melhor estdo caracterizados na literatura, uma vez que as suas
estruturas cristalinas foram estabelecidas. Alguns outros compostos do mesmo tipo,
como & o caso de complexos de Cr{Ill) com glutationa [126] ¢ com penicilamina [127],
ndo tém estruturas determinadas, embora se disponha de informacio espectroscépica que

permita sugerir determinadas propriedades estruturais.

Os complexos de Cr(1IT) por nés estudados, foram sintetizados seguindo métodos
de preparacio sensivelmente analogos ao descrito para o bis(L-cisteinato)cromato(Ill)
[148], com algumas modificacdes. Em particular, foram encontradas condigdes
apropriadas de sintese para os complexos K[Cr(L- ou D-pen)-].2H20, que ainda n3o
tinham sido obtidos com grau de pureza comprovado, assim como para a preparacio de
um outro complexo novo, com o #dcido tiomilico como ligando tridentado,

Naz[Cr{tiomalato),].7H2O.

Todas estas sinteses foram efectuadas em solu¢io aquosa, a pH neutro, partindo
de um sal de crémio(IIl) e do aminoécido (ou do tiodcido) respectivo, nas proporgdes de
1 Cr(IIT): 2-3 Ligando. A descri¢do detalhada de cada uma das referidas sinteses

encontra-se no Capitulo 7 - Sec¢do B.

A estrutura cristalina do complexo M[Cr(cys)].2H>0 (M=Na ou K} foi
estabelecida hé alguns anos [148], mas a do composto andlogo de penicilamina, até a data,
nio foi ainda obtida. Neste trabalho, com base nos métodos referidos na literatura
[127.164], comecou por se tentar sintetizar este Gltimo composto. No entanto, todas as
tentativas para o reproduzir, segundo qualquer dos métodos atrds referidos, conduziram
inevitavelmente a sélidos de cor roxo-pirpura, nfo cristalinos e, aparentemente,
contaminados com excesso de ligando. Os resultados obtidos das andlises elementares
efectuadas a estes sélidos também ndo foram reprodutiveis. Consequentemente, apds nm
estudo mais detalhado daquelas referéncias [127.164], constatou-se que as férmulas
empiricas calculadas apresentadas naqueles dois trabalhos, eram KCrCjoN204SoH 5.

0.4HNO3, segundo Hojo et al [127] e KCr(C1oN204S2H20.KCL.CoHs50H, de acordo
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com Freni et al [164], 0 que logo levantou sérias dividas quanto & pureza destes
compostos. De igual modo, as respectivas caracterizages espectroscépicas também se
nos apresentaram pouco elucidativas, quer quanto & pouca clareza dos espectros
apresentados na referéncia [ 164], quer pelas acentuadas dissemelhangas, especialmente na
defini¢fio das bandas a maior comprimento de onda. existentes entre o complexo com
penicilamina e o andlogo com cisteina [127,164], sem que para tal fossem apresentadas
quaisquer razdes. Efectuando modificagdes naqueles dois métodos de sintese (Ver
Capitulo 7 - Seccéo B), fol possivel preparar sélidos cristalinos, com a composi¢io
quimica esperada para o composto que se pretendia obter. A andlise ¢ a caracterizagio
detalhada destes sdlidos, permite que se presuma ter sido a primeira vez que este
complexo de Cr(IIl) com penicilamina, K[Cr{L- ou D-pen),].2H>0 foi sintetizado numa
forma nio contaminada. Usando qualquer dos dois isémeros, L- e D-penicilamina,
obtém-se 0 mesmo tipo de cristais, em forma de agulha, de cor azul escura. No entanto, a
partir do aminodcido racémico (D,L-penicilamina) ndo se consegutu preparar qualquer

sélido cuja composi¢do guimica fosse reprodutivel [78].

Tanto a cor dos sélidos (roxo-pilirpura) como as andlises elementares dos sélidos
obtidos por reproducdo de qualquer dos dois métodos de sintese referidos anteriormente
[127,164], apontam para estruturas correspondentes a composi¢des guimicas diversas,
algumas delas provavelmente poliméricas, nas quais coexistam alguns ligandos
tridentados e outros com ntimero de coordenagéo menor, podendo também vernficar-se a
formagdo de pontes, as quais, afinal, sAo comuns quando se trabalha com Cr(IIl) numa

zona de pH préxima da neutralidade.

O complexo de Cr(Ill} que contém o anifio tiomalato coordenado, tanto quanto
nos é dado saber, fol também, neste trabalho, sintetizado pela primeira vez. Infelizmente,
também neste caso, nfio foram obtidos cristais adequados para efectuar a andlise estrutural

por difracciio de Raios-X de cristal tnico.
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4.2.2 - Caracterizacio dos complexos sintetizados

O complexo M}Cr(cys)»1.2H-O (M = Na ou K) foi identificado através dos
resultados de espectroscopia electrénica e de dicroismo circular, os quais foram

comparados com os valores publicados em trabalhos anteriores [126,148].

A composigio quimica dos dois compostos restantes foi determinada por andlise
elementar (carbono, hidrogénio, azoto ou enxofre, sédio ou potissio e crémio) e por

termogravimetria (quantidade de dgua} (Tabela 4.1).

% C % N 0 H Jo S To H,O

Composto
Cde B Cde | B | Cde B Cuc =y Cc. Enc

KICr{pen),].2H,08¢ | BO | 876 | 665 | 665 | 526 | 48 | - - 7 | 8=

Nag[Cr(tma), . 7THaOpe | 775 | 1792 - - | 375 ] 313 | 18| 1L13 | st | B0

Tabela 4.1 - Andlise elementar (C, H ¢ N ou 8} e termogravimdtrica (% HpO) ds complexos de Cr(ITD)
com penicilamina e com deido tiomdlico: a) - Resultados caleulados para KCrC N2 O3 S2H 2. 2H2O; b)-
Resultados calculados para NazCrCgQ|oSaHg 7THaO; €)- pen=D ou L-penicilaminato?; tma=tiomalato™

{Calc.= percentagem calculada; Enc.=percentagem enconirada)

Em relacdo ao primeiro composto, o contetido em Agua (perda de massa a cerca de
99°C), é o correspondente a duas moléculas por molécula de complexo, as quais, por
analogia com o complexo semelhante de cisteina, serfio possivelmente Adguas de
cristalizagfio que integram a respectiva estrutura cristalina. No caso do complexo que
contém o 180 tiomalato como ligando, os resultados obtidos apontam para sete moléculas
de Agua por molécula de complexo. Isto ndc implica que esse niimero corresponda apenas
a dguas de cristalizagdo. Apesar das tentativas para secar convenientemente o composto,
também poderd existir alguma dgua adsorvida, que intercalada na rede cristalina é
provavel que forme, por exemplo, um conjunto de ligac@es por pontes de hidrogénio. As

perdas de massa a 109 e 139°, ou seja em duas etapas a temperaturas diferentes,
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correspondentes a 10.61 e a 13.04 %. respectivamente, poderdo ser atribuidas a perdas
de dgua de dois tipos distintos. Os resultados de espectroscopia de infravermelho levam a

idénticas suposi¢Bes, como veremos a seguir neste Capitulo.
4,2.3 - Estuados espectroscopicos

A composi¢io quimica dos complexos com penicilamina e com 4cido tiomalico,
faz prever, tal como se verifica no complexo com cisteina [148], uma coordenagio
tridentada daqueles ligandos ao centro metilico. No entanto, estudos espectroscépicos
com estes complexos, fornecem evidéncia adicional, mais segura, acerca das suas

esfruturas.

Os espectros electrénicos destes complexos apresentam algumas das
caracteristicas tipicas dos compostos de coordenag¢fio deste metal. Para complexos do tipo
d3, com geometria octaédrica, sio esperadas trés transi¢Oes electrénicas permitidas por
spin. Duas, na regifio visivel, com energias correspondentes as transi¢des 4Asg — 4Tog e
4A3g — 4T1g(F) e uma ferceira, na regifio do ultravioleta préximo, referente 4 transicio
4A0e — 4T1, (P), que geralmente se apresenta oculta por banda(s) muito intensa(s) de
transferéncia de carga [29]. No caso dos compostos que estamos a estudar, as duas
bandas na regifio do visivel desdobram-se, apresentando, cada uma delas, um ombro
associado (Figura 4.1). Este facto, prende-se com uma coordenacéio tridentada por
atomos diferentes, a qual provoca distor¢io da geometria pseudo-octaédrica regular e,
devido a um abaixamento de simetria, dd origem ac desdobramento daquelas duas
bandas. Esta interpretacio dos espectros electrénicos, ja anteriormente proposta para o
cisteinato de Cr(III) [126,127,151], também se pode aplicar ao complexo com penicilamina
e, possivelmente, também ao de tiomalato. Como se pode observar na Figura 4.1, os
espectros electrénicos dos complexos com cisteina e com penicilamina, em solucfio
aquosa, so muito semelhantes, sugerindo a existéncia de um croméforo comum, do tipo
Cr(S2N200) [126,151,165]. No caso do bis(tiomalato)cromato(IIl) (Figura 4.1), o

espectro electrénico respectivo, embora um pouco diferente dos anteriores,
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nomeadamente por ser menos acentuado o segundo ombro, a comprimento de onda

menor, apresenta caracteristicas idénticas as dos espectros dos outros complexos.

Os espectros de reflectincia daqueles compostos sdo idénticos aos obtidos em
solucdo aquosa neutra, o que pressupde que tanto no estado sélido como em solugao

estejam presentes as mesmas espécies compiexas [126,151].

Abs N
0.60 \

0.40 AN \

0.20%

0.00

400 500 600 \/om 706

Figura 4.1 - a)-Espectros electrénicos dos i0es complexos [Cr(L-cys)s]™ (A), [Cr(L- ou D-pen),I (B) e

[Cr(tiomalaio)z]} (C), na regido visivel, obtidos em sclucio aquosa

De notar ainda que, nestes compostos, em comparac@o com outros complexos de
Cr(III), as bandas de menor energia apresentam méximos a comprimentos de onda
elevados (Tabela 4.2}, em concordincia com a série espectroquimica de ligandos, desde
que os dtomos de enxofre estejam coordenados ao crémio central, como se verifica nos

complexo [Cr(L-cys) | [126,148], [Cr(L-hist)(D-pen)] [162] e [Cr{L-cys)(L-hist)] [163].

No ultravioleta e para os trés complexos estudados, observam-se bandas muito

intensas, identificadas como bandas de transferéncia de carga, li gando—smetal. Estas ban-
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Composto Cromdéforo Amax/nm (g/ mol dm3 cm-1) Ref®
[Cr{L-cys)z} Cr(SaNa2O2) | 605 540% 4600% E.L
[Cr(L-cys)al” Cr(SaNoO2) | 606(80.5)  540%(67.9)  460% 408(89.1)  259(1.04x10™) | [126]
[Cr(L-pen)a]” Cr(SaNaOn) [ 604(68.0)  537% 475%  413(96.7)  258(~1.0x10h | E.L
"Cr(L-penal” "CHSNOp) 575% 550 455% 412 [127]

! [CF(L-PEH)?_J'" "CHSNoChy' S60 [164]
[Cr(HgL)(L—cys)]Z’ Cr(SaN2O9) 560(62.5) (muito larga) 418(67.0) 260(7x10°) | [163]
[CERLELEHRO | Cr(SN2Og) 546(62.4) 408(69.5) 262(4.04x10%) | [126]
[CHSHYEROWI2T | CrSQ3) 575(27.5) 258(6520) | [18]
[Cr{tma)7]> Cr{$204) |625  565% 476 * 256(intensa) | E.t.
[Cr(L-hist)a]* Cr(Ny07) 488(67) 363(27) [166]
[Cr(en)s* Cr(Ng) 460(74 353(65) [18}
[Cr(ox)3]> Cr(0g) 570 (18]
[Cs(H20)el Cr(Qg) 575 405 270 | [i€]

Tabela 4.2 - Comparagiio de dados de espectroscopia electrénica para vdrios complexos de Cr(ill), em

solucio aquosa; E.t.=este trabalho; * = ombro; ** = isdmero frans-imidazola; Hol = GSH 3=

-das de transferéncia de carga, com méaximos a 259, 258 ¢ 256 nm, para o bis(cisteinato),

o bis(penicilaminato) e o bis(tiomalato)cromato(IIl), respectivamente, correspondem as

transferéncias de carga S-->Cr, tipicas em todos os compostos de coordenagéo de Cr(Ill)

com ligagSes Cr-S [18]. No entanto, a maiores comprimentos de onda que os maximos

atras referidos, estas bandas n#o sdo simétricas apresentando ombros associados, pouco

nitidos, excepto no caso do tiomalato, em que o ombro se diferencia numa outra banda de
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menor intensidade que as anteriores (Figura 4.2). Este desdobramento € comparavel aos
resultados obtidos noutros complexos com ligacdes Cr:S, nomeadamente com alguns

tiolato-complexos de Cr(IIl) [ 126.160.167,168].

0.57

200 250 300 350 a/nm

Figura 4.2 ~ Espectros elecirénicos, em sclugiio aquosa, dos ites complexos [Cr(L-cys); 1™ (A), [Cr(L- ou

D-pen),]” (B) ¢ [Cr(tiomalato),]~ (C), obtidos na zona do ultravioleta

Em compostos andlogos de cobaito(IIl), nesta regifo do especiro também se
observam bandas semelhantes as dos complexos de Cr(Ill, as quais correspondem, de

igual modo, a transferéncias de carga ligando—>metal, $-+Co [169,170].

Tanto nos complexos de Cr(lII) estudados por nds, como nos de cobalto(III)} que
acabamos de referir, a intensidade das bandas de transferéncia de carga diminwi por
adiggo de dcido, deslocando-se os seus maximos para comprimentos de onda ligeiramente
superiores. Nos compostos de Cr(IIl), a diminui¢éio de intensidade e o deslocamento
destas bandas ocorre paralelamente ao desaparecimento dos ombros na zona visivel (Ver
Figuras 4.6 e 4.8, a frente, Secc¢iio 4.3.2). Como veremos, este facto explica-se pela
hidrélise da ligagcdo Cr-S com consequente transformacio do cromdforo anteriormente
referido, CrSaN2O,, num outro do tipo CrN2O4 [79,151], ou como no caso do tiomalato,

de CrS,0, para CrOg.
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Os espectros de dicroismo circular dos complexos de Cr(lI) com cisteina e com
penicilamina (na sintese do tiomalato de Cr(ITl) foi utilizado 4cido tiomdlico néo
opticamente activo), sdo muito semelhantes em termos de posigfo. de intehsidade e de
sinal das bandas, o que sugere estruturas semelhantes para estes compostos (Figura 4.3).
E se o complexo com cisteina se forma estereoespecificamente, € de admitir que o mesmo
acontega com os dois complexos de penicilamina, obtendo-se, em qualquer dos casos,
apenas um Unico tipo de if;émero, com ambiente de coordenagiio trans-Cr-S, ¢is-Cr-O e
cis-Cr-N, identificado na estrutura cristalina do bis(cisteinato)cromato(ITI*1 [78,126,148].
Sendo assim, seria de esperar que os espectros de dicrofsmo circular dos complexos de
penicilamina, [Cr(L-pen)s |- e [Cr{D-pen) ], apresentassern um padrioe simétrico, o que é

verificado experimentalmente (Figura 4.3 e Tabela 4.3, Seccio 4.3).

At/mol1 dmd

3 -

. A/nm

Figura 4.3 - Espectros de dicroismo circular, em solugo aquosa, dos ides complexos [Cr{L-cys),]™ (—),

[Cr(L-pen)y]™ (++-) & [Cr{D-pen)of ()

4.1 A formagio do isémero trans-S, cis-O e cis-N foi confirmada para o complexo [Cr(D-pen)y], por
Hoggard et af [166], através de um estudo exaustive do seu espectro de (Vis) pelo Modelo da Sobreposicio

Angular
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Como se pode observar na Figura 4.3, os espectros de DC destes complexos
apresentam um nimero de bandas, positivas ou negativas, superior ac dos espectros
electrénicos correspondentes, devido as diferentes regras de selecgio que regem os dois

tipos de espectroscopia | 171,172].

A literatura é rica em estudos espectroscopicos de compostos com croméforos de
simetria Cs, [M(ab)s] (ab=ligando assimétrico bidentado), como € o caso, por exemplo,
dos B-cis-[M(ala)z] (M=Co(IIl) e Cr(III}}, porventura os compostos mais bem estudados
por dicrofsmo circular [157,173-175]. Todavia, como os espectros de DC dos complexos
de Cr(I1l) que temos estado a estudar apresentam caracteristicas bastantes diferentes dos
anteriores e ndo havendo informagio da literatura que nos permita fazer um estudo
comparativo, a atribui¢dio das respectivas bandas pode ser discutida & luz das
caracteristicas de simetria destes compostos, devendo, no entanto, ser encarada apenas

como uma primeira tentativa.

Como vimos, o dnico isémero do bis(cisteinato)cromato(lil) que se obtém € o
trans-S, que pertence ao grupeo de simetria Coy. Para esta simetria, tal como se pode

constatar na Tabela 4.3, esperam-se em principio, pelas regras de seleccfo relativas as

2* Hstado Tig(-) [ACIDECL)| Az(), 2B(L) [2A(11),B(L)| 3A

excitado

1*Estado | Tag (1) (L) | ACI), E(L) | Ar(IE), 2B(L) | ACH),2B(L)| 3A

excitado

Estado Azg A An B A
fundamental

Simetria On Ca Cay Ca C

Tabela 4.3 - Configuracio electrénica d3: transicOes electrénicas e transicdes proibidas {-) ou permitidas
por dipdlo magnético para diferentes simetrias; transi¢Bes permitidas com polarizaglio ao [ongo dos cixos

dos xx e yy (1) e com poladzagiio ac longo do eixo dos zz (L) [143,171]
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transi¢des permitidas por momento dipolar, trés efeitos Cotton correspondentes a cada
uma das transi¢cdes electrénicas permitidas na geometria octaédrica original (regido
visivel). Tanto no caso do complexo com cisteina como no dos complexos com
penicilamina, este nimero de bandas é observado experimentalmente (Figura 4.3 e
Tabelas 4.2 e 4.4). O "padrio” apresentado, (-).(+).(+) (I¥ transicdo para o [° estado
excitado) e (-),(-),(+) (2" transigio, para o 2° estado excitado), € comum nos espectros de

DC deste tipo de compostos [78,126,157,171].

A espectroscopia de infravermelho consolidou algumas das hipdteses estruturais
postas para os complexos de Cr(III) com penicilamina e com 4cido tiomélico, que tém
vindo a ser discutidos neste Capitulo. Assim, os espectros de infravermetho de todos eles
apresentam as bandas comuns a este tipo de compostos, sendo, por sua vez, os espectros
dos complexos com penicilamina (D- e L.-) muito semelhantes ac do composto analogo

com cistefna [127,128,160,176].

Assim, ¢ de um modo geral, sd0 os seguintes os aspectos mais relevantes dos

espectros de infravermelho dos referidos complexos sdo:

i) - ausdncia, a 2550-2560 cm-1, da banda de elongacao caracteristica do grupo
SH, o que implica que este grupo estd desprotonado e, em principio, coordenado ao
Cr(III) (Figura 4.4). A coordenacio deste grupo é suportada, ainda, pelo facto de, nestes
complexos, a banda a 680 c¢cm-l, atribuida a vibragdo v(C-S), estar deslocada para
frequéncias menores do que no ligando livre, ou seja para 660 cm-! no tiomalato [177] e

670 cm-! o penicilaminato [128].

i1} - as bandas correspondentes aos grupos carboxilato livres, vagCOQO, que se
situarn a 1700-1690 cm-1, nfo sdo visiveis nos espectros dos complexos. Por sua vez, a
posic¢io das bandas correspondentes aos grupos carboxilicos ionizados, aparecem
deslocadas para menores energias, cerca de 1560, va{COO"), e de 1390 cml, vg(COO),
confirmando que aqueles grupos possivelmente estdo coordenados ao metal central, nos

dois casos [143,177,178]. A coordenagdo do grupo carboxilato, no penicilaminato, também
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pode ser confirmada pela banda correspondente & elongacio vs(COO), a 1650 e ! [179].

ii1) - no tiomalato, provavelmente, pelo facto do complexo se encontrar muito
hidratado, néio se observa a banda a 1560 cm!, devido 4 sobreposi¢iio, na mesma regido,
da banda de deformagio da 4gua. Neste composto, a regido 2800-3600 cm-! é ocupada
por uma banda muito larga (Figura 4.4), que pode traduzir a grande quantidade de dgua
que o composto contém e a existéncia de uma rede de ligagcdes OH, que podem formar
pontes intra ou intermoleculares (em concorddncia com os resultados de
termogravimetria) (Figura 4.4). As bandas de elongagio, caracteristicas em complexos de

Cr(11]) com aminas, v(Cr-N), aparecem a 475 cm™!, neste complexo [179].

iv) - no penicilaminato, aquela iltima regido apresenta bandas muito melhor
resolvidas, pois aparecem também as que correspondem as elongages dos grupos NHp
(3190 € 3275 cmr!) e CHz (2905 e 2960 em!) [4,35], que ndo existem no tiomalato,
além das bandas referentes is dguas de cristalizagiio, a cerca de 3550 cm! [143] (Ver

também a Figura 4.4).

e

-
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C
C
D D
C
A&D
3600 2800 700 600 400 200

n? de onda / em™!

Figura 4.4 - Comparacio dos espectros de infravermelho (3700-2500 em™Ly do dcido tiomalico {A), de
L{+)-penicilamina (B) e dos compiexos Nag[Cr(tma)z].7H20 (C) e K[Cr{L-pen)2].21170 (D), em KBr

{ordenadas=iransmitincia)

v) - neste tipo de complexos, as bandas observadas a cerca de 350 cm-! sdo

atribuidas normalmente as vibragdes v(M-0), sensiveis a natureza do metal central, que

muitas vezes, em quelatos, aparecem acopladas a outras vibracSes [178].

vi) - dependendo do ligando, as elongagdes v(M-S) sdo observadas entre 350 e
200 cnrl, mas sdo dificeis de ser atribuidas pois toda a regido € rica em bandas pouco
intensas, nfo sendo possivel saber qual delas corresponde exactamente aquela elongacéo.
A literatura aponta-as para cerca de 340 cm! em alguns tiolatos de Cr(III) [167], 350 cnr'!

no caso do penicilaminato e 250-200 ¢!, para o tiomalato [178].

A composi¢io quimica e a anélise espectroscépica dos novos complexos de
Cr(IlI} com penicilamina e com 4cido tiomalico, que aqui foram sintetizados, sugere,

pois, as seguintes consideragdes:

1) - Estes complexos apresentam estruturas pseudo-octaédricas, com algum grau
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grau de distor¢fio, o que s6 poderd ser comprovado quando as respectivas estruturas

cristalinas forem estabelecidas. :

2) - Os ligandos coordenam-se ao catido metdlico central por trés atomos
dadores (ligandos tridentados): S do grupo tiol, N do grupo amina e Q de grupo
carboxilico, no penicilaminato e, no tiomalato, S do grupo tiol e 2x0O dos dois grupos

carboxilicos.

3) - A ligagdo Cr-S estd presente em todos os complexos, como parece estar
demonstrado pela banda de transfer@ncia de carga, no ultravioleta, S-—>Cr, e pelos

resultados de espectroscopia de infravermelho.

4) - No complexo com penicilamina, o Gnico isdmero que se forma, a julgar
pelos espectros de dicroismo circular € o trans-S, cis-O e cis-N, por comparagio com o
composto anidlogo de cisteina. Para poder fazer comparacGes idénticas com o tiomalato
de Cr(IlI) serd necessario sintefizar este composto a partir do ligando opticamente

activo.

4.3 - Reaccdes de substituicio em compostos de coordenacio de Cr(II) com

ligacdes Cr-S

4.3.1 - Especiaciio de solu¢des aquosas de [Cr(IL-cys);]”

Como tem vindo a ser salientado, porventura o aspecto mais relevante dos
compostos de coordenaciio de Cr(Ill) com ligacdes Cr-S € a labilidade desta ligacdo,
invulgar em complexos de Cr(Ill) que sfo considerados tradicionalmente inertes. Esta
ligagdo hidroliza-se rapidamente tanto em meio dcido como em meio bédsico e, de um

modo geral, de maneira reversivel [151,160,178].

Embora a literatura refira alguns estudos detalhados de hidrélise de complexos
de Cr(1il) em meto dcido [150,160], praticamente néo foi prestada qualquer atengdo a

este tipo de reaccdes, em meios com pH mais préximo da neutralidade. Em
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consequéncia disso, em trabalho por nés efectuado e publicado anteriormente
[79,161,170], relatam-se estudos de equilibrio ¢ de cinética, efectuados com o anido
complexo bis(cisteinato)cromato(IIl), a pH entre 7 e 4.5, isto €, em meio acidico
moderado. A hidrélise deste anido fol estudada, de forma preiiminar, por
espectrofotometria de UV/Vis e de DC, podendo os resultados entfo obtidos ser
explicados, em principio, pelos equilibrios a seguir referidos (4.1) e (4.2). No entanto,
aqueles resultados nfo foram satisfatdrios j& que as constantes de protonagio, K e K,
ndo sdo suficientemente separadas para poderem ser calculadas por aquele método, o
qual permitiu apenas uma estimativa "grosseira" para K (cerca de 4.9). As constantes
de protonagdo dcida daquele anido complexo foram entio determinadas
potenciometricamente, por titulagio de solugéeé aquosas do complexo com 4cido,
tendo sido calculados os valores de 5.31 e de 4.46, para log;p K| e log;g Ko,
respectivamente. O mesmo modelo de equilibrio, (4.1) e (4.2), fo1 mais uma vez usado
para explicar a protonagio e a descoordenacdo "simultdnea” e progressiva dos dtomos

de S coordenados ao catido crémio central.

[Cr(L-cysy]- + H¥ — [Cr(L-cys}L-cysSH)Y(H,O)} Ky @D
(oY) (HC)
[Cr(L-cys)(L-cysSH)(H,O)] + H¥ —  [Cr(L-cysSH)2(H20)af+ (Kz2) 42
(HC) (H,C*)

Com base naquelas constantes, foi construido um grifico de especiacdo, na
regido de pH em que se verificava reversibilidade para os equilibrios anteriores (Figura
4.5), que evidencia as hipdteses postas quanto as espécies quimicas que se tinha

admitido estarem presentes em solugio.

Neste Capitulo discutem-se, em particular, estudos em que se alargou o trabalho
efectuado com o anifio complexo bis(cisteinato)cromato(III), aos anides [Cr(L-pen)s]-

efou {Cr([D-pen)o] . Esta investigacio foi ainda estendida a solucBes ndo aquosas (em

DMEF).
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Figura 4.5 - Especiagiio de solugbes de [Cr(l-cys)z), na gama de pH entre 7.0 ¢ 4.5 [ 79] (e =[racgiio

molar de cada cspéeie)

4.3.2 - Reaccbes de substituicio de ligandos envolvendo a quebra e a

formacio da ligacio Cr-S, em soluciio aquosa

Quando se adiciona acido a solucBes aquosas dos anides complexos [Cr(L-
cys)ol ™ [Cr(L-pen)2] - e {Cr(D-pen)2] -, neutras, observam-se alteracdes imediatas na cor
dessas solugBes. As cores das solugBes de qualquer dos complexos, variam de azul para
roxo-violeta, ou para vermelho, conforme a quantidade de dcido adicionada. Estas
modificagdes estdo associadas a alteragSes no tipo e na quantidade das espécies
quimicas presentes em solugdo. A cor azul (pH~7), no caso do cisteinato, foi atribuida
a presenca do ido complexo {Cr(l-cys)2], a vermelha (pH=4) a [Cr(L-
cysSH)2(H20)2]* e a cor intermédia, roxo-violeta (pH ~ 5-5.5), & mistura das espécies
anidnica, catidnica e neutra [Cr(L-cys)(L-cysSH)(H20)} [78,170]. Os resultados deste
trabalho confirmaram aquelas observagSes e demonstraram um comportamento
andlogo para os complexos com penicilamina. As alteragBes de cor referidas sio
congruentes com as variagOes observadas por espectroscopia, tanto electrénica como de
dicrofsmo circular. Nos dois tltimos complexos com penicilamina, de maneira
semelhante ao que acontecia com [Cr(L-cys)2] -, na zona visivel, & medida que o pH das
solugdes vai diminuindo pela adi¢do de dcido, tanto a posicio como o perfil das bandas

sofrem alteracSes no sentido da formagfo de duas bandas tnicas, verificando-se
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mesmo, a pH<4, o desaparecimento total dos ombros associados. Para a banda a maior
comprimento de onda, observa-se, ainda, um efeito hipsocrémico {deslocamento do .
méximo de absor¢io de uma banda para menor comprimento de onda) (Figura 4.6).
Nesta mesma figura podem também ser observadas as alteracbes eguivalentes
registadas por dicrofsmo circular, que, como seria de esperar, sio mais drasticas,

especialmente a valores de pH mais baixos.

Abs

(x10™ 1)
1.4
1.2
0.8
0.4 -

i | i
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Figura 4.6 - Espectros electrénicos (a) e de dicrofsmo circular (b), de solugdes aquosas de [Cr(L-cys) 27,

a diferentes valores de pH, (a) (—) pH=7.3, (-—) pH=4.7 ¢ () pH=3.5; (b) (-) pH=6.7, () pH=52¢ ()
pH=3.0; concentragdes das solugbes 1.0x102 M; pH ajustado com HCIO 4 1.0x102M [170]
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Os resultados experimentais deste trabalho estio em consonéncia com o estudo
realizado por Cooper er al [151], 56 com 0 anidio [Cr(L-cys)>]-. Nesse trabalho
comparava-se 0 espectro electrénico do bis(cisteinato)cromato(lll), obtido apés
acidificagdo, com o de uma solugdo contendo o anido [Cr(gly)(H20)»]*, pois este
tltimo complexo possul o mesmo tipe de croméforo que os aniBes complexos
hidrolizados que tém estado aqui a ser estudados. Para ambos os casos, os resultados
descritos podem ser interpretados em termos da conversio do cromdéforo CrNgOgSg em
CrN2O4, ja que as esferas de coordenag@o do cromio se alteram pela substituicdo das
ligagBes Cr-S por ligacBes Cr-OH2 [78,126,170]. Cooper et al [151], além disso,
identificaram nas solugbes acidificadas daquele composto, dois grupos SH livres por
mole de complexo, comprovando que ocorre protenacio dos dtomos de S coordenados
durante o processo de quebra da ligacio. As modificagdes espectrais verificadas na
zona visivel t€m correspondéncia, no ultravioleta, na diminuicio da intensidade da
banda de transferéncia de carga S-->Cr, tal como jé se tinha referido na Sec¢do.4.2.3. E
sdo andlogas as observadas com complexos de Co(lIl) possuidores de ligagdes Co-S,
em condi¢Ses experimentais idénticas, sendo também atribuidas & protonacio dos

dtomos de S e 4 consequente abertura da ligacio Co-S [169].

-

Um outro aspecto que € importante salientar neste estudo € que os efeitos
provocados pela acgdo da adi¢do de 4cido podem ser revertidos, pelo menos
parcialmente, entre pH 7 e 4, por adicio de quantidade equivalente de base,
verificando-se a tendéncia para regenerar 0s espectros iniciais. Esta reversibilidade,
embora seja rapida, nfo € instantdnea, como ¢ sugerido na literatura [151]. Ap0s se ter
efectuado um estudo detalhado deste facto, por UV/Vis e por DC, comprovou-se que
existe reversibilidade na abertura e fecho daquela ligagio, mas o espectro inicial nio se
regenera num perfodo curto de tempo, Como pode ser observado na Figura 4.7, apds 48
horas parece haver ainda "deslocamento” do espectro no sentido do espectro do

complexo obtido inicialmente, em solugio aquosa.

Quando as solugbes dos complexos sdo deixadas em repouso a pH menor que 4,
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Figura 4.7 - Evidéncia para a reversibilidade das ligagbes Cr-5 nas reacgdes de hidrélisc de [Cr(L-
pen)2]” com dcido, estudadas por dicrofsmo circular; (—) solugio aquosa do complexo, pH=6.0; (---)
imedialamentc apds adigio de deido (HCIOY), pH=3.2; (-*~-) 6 horas apds adi¢io de base (KOH),
pH=6.3; () 48 horas depois, pH=6.4; a. w=unidades arbitrdrias

parece haver competi¢do entre a hidrélise das ligagBes Cr-S e das ligagdes Cr-N ¢ Cr-
O, tal como € verificado noutros complexos com ligandos coordenados pelo dtomo de
enxofre, andlogos aos aqui estudados [150,160]. Esta competitividade podera explicar as
alteragdes irreversiveis observadas, para perfodos mais longos de tempo, em meios
mais fortemente Acidos e poderd também estar relacionada com o facto da banda
S—Cr, de transferéncia de carga, ainda manter uma intensidade aprecidvel, mesmo a

pH menor que 2 (Figura 4.8).

Deutsch er al [150], propuseram, para alguns complexos de Cr(¥I) do tipo
[(en)rCr(SXCOO)]* (X=-CH»5-; -CHaCHs»-; -C(CHa3)2-), que um tiol protonado
pendente pudesse "assistir" a hidrélise de ligagBes adjacentes, por um mecanismo
idéntico aquele gue em Quimica Orginica € conhecido por assisténcia anquimérica.
Esta "ajuda", provocada por grupos tiol efou tioéter, verifica-se em reaccgdes de
substitui¢do nucledfila interna. O grupo tiol, que fica pendente apds ter sido protonado,
pode entfo favorecer a hidrdlise das ligagBes a ele adjacentes, ou seja, as ligagGes Cr-N

e Cr-O (ou C-0) {150,165]. As velocidades relativas destas reaccdes vio depender,
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Figura 4.8 - Diminui¢&o da intensidade da banda de transleréncia de carga S -=Cr, por adigfio de deido

(solucio aquosa de [Cr(L-cys)a], adicio de HCIO,)

essencialmente, do tamanho e da "tensfio angular" do anel formado depois do ataque
nucledfilo pelo anel protonado pendente. Note-se, por exemplo, que a constante de
velocidade de quebra da ligacdo Cr-N induzida pelo grupo tiol nas compostos acima
referidos, cerca de 10 -4 (k~10 4s-1), é aproximadamente duas ordens de grandeza
superior & verificada em complexos de Cr(lII} com aminas e com etilenodiamina (k ~
10 -©-10 -8 g-1), nas quais ndo hd qualquer grupo tiol presente. E é da mesma ordem
de grandeza da constante de velocidade da abertura de anel que determindmos para o

bis(cisteinato)cromato(IIl) (Ver Seccio 4.3.4.2, a frente).

4.3.3 - Reaccgdes de substituicio de ligandos envolvendo a quebra e a

formacio da ligacio Cr-S, num solvente nio aquoso (DMF)

Com o objectivo de melhor entender a hidrélise dos complexos de Cr(II) com

cistefna e com penicilamina, evitando ao mesmo tempo a hidrélise 4dcida favorecida
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pela dgua, as referidas reaccdes de hidrélise dcida foram estudadas num solvente nédo

aquoso, dimetilforrnamida (DMF), por espectrofotometria de UV/Vis e de DC.

Como abordagem preliminar, foram obtidos espectros, electrdnicos ¢ de DC,
dos compiexos com cisteina e com penicilamina, em DML, de modo a verificar se se
observavam alteragtes significativas em relacfo aos espectros em sclugdo aquosa. Os
referidos espectros, de um modo geral, sdo semelhantes nos dois solventes, quer em
termos do niimerc e do sinal das bandas, quer quanto aos respectivos coeficientes de
absor¢do molar, 4 parte um deslocamento dos maximos das bandas mais intensas para
comprimentos de onda mais elevados (Tabela 4.4). Este deslocamento ¢ certamente
devido a um efeito de solvente. Quando os complexos se encontram "disseminados”
num determinado solvente, admitindo que ele seja inerte em termos de coordenagio,
isto é, que nfo participe em reacgSes de substituigio competindo com os ligandos
coordenados ao centro metélico, hd, no minimo, alteragdes na sua segunda esfera de

coordenacio, que provocam modificagBes na estrutura electrénica global do complexo.

Complexo H70 DMF

UV/Vis[A; €] DC[A; As] UV/VisfA; £] | DCTA; Asg]

[Clgspl | 606 (90) S41(68)* | 691(-0.21)604(+1.49) | 621 (125) 635 (+1.69)546%(+0.3)
408(89)  {126] | 523(+0.84)454(-039) | 555(103) 480(-0.60) 444 (-0.90)

424(-0.78)380(+0.22 415(59) 398(+-0.55)328(-2.91)

[CrL-penjal 604 (68) 538% 608( +1.03) 470 (-0.35) | 621 (122) 624(+1.88)540%(+0.2)

413 (97) [781 | 534 (-0.94) 428 (-0.98) | 351 (76) 485*(-0.49)433 (-0.96)
384(+0.17) 355 (+0.30) | 422 (88} 387 (+0.36)365(+0.33)
305 (-3.20) [78]

Tabela 4.4 - Comparagiio dos dados espectrais (electrénicos e de dicrofsmo circular) dos ides complexos
[Cr{L-cys)2] e [Cr(l-pen)2 ], em solucio aquosa e em DMF; A (am); € {mol dm3 cm‘l); Ag (mol dm®

em1); *ombro
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Espera-se, por isso, que haja deslocamentos na posigdo dos maximos das bandas de
absorcdio. Neste solvente (DMF), ndio foram observadas praticamente quaisquer.
alteracdes nos espectros dos complexos, ao fim de intervalos de tempo relativamente

longos (1 a 2 dias).

Quando se titulam solugdes, em DMF, de qualquer dos complexos de cisteina
ou de penicilamina, com dcido CF3COOH, também em DMF, as alteractes espectrais
que se observam (neste caso por DC) sdo semelhantes as observadas aquando da
protonacdo da ligagio Cr-S daqueles dois complexos, em solugio aquosa. No decorrer
da titulagio, até ser atingido o primeiro ponto de equivaléncia, definem-se, no caso do
complexo [Cr(L-cys)2]~, quatro pontos isocréicos (545, 490, 452 e 420 nm), o que
implica que as concentragBes dos varios componentes na mistura estejam linearmente

relacionadas entre si (IFigura 4.9).

AB(a.1.)

670 §30 590 550

Figura 4.9 - Titula¢do de [Cr(l.-cys}a]”, com CF3 COOH, em DMF, seguida por espectrofotometria de

DC; a.u~=unidades arbitrdrias
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Se se admitir um equilibrio de protonacgdo semelhante ao proposto em {4.1) para

a reacgdo representada por (4.3), isto &
[Cr(L-cysp]~ + H* + Solvente — [Cr{L-cys)}(L-cysSH)(Solvente)] (4.3)

a reacclo com um equivalente de dcido origina a transformagfo do ifio complexo inicial
numa segunda espécie, na qual um atomo de S foi protonado e substituido, na ligagio
ao cromio central, por uma molécula de solvente. Noutras titulages, neste mesmo
solvente, seguidas por UV/Vis, foram obtidos resultados equivalentes, verificando-se,
inclusivamente, um ponto isosbéstico a cerca de 580 nm, que, alids, também pode ser
observado em solugbes aquosas, a 590 nm. No entanto, até ao primeiro ponto de
equivaléncia estes pontos isosbésticos sdo dificilmente observdveis. Depois de se
ultrapassar a quantidade de Acido equivalente a uma das ligagdes Cr-S ter sido
protonada, os espectros tornam-se mais complexos e dificeis de interpretar,
provavelmente nfo apenas devido a existéncia em solugiio de mais do que duas
espécies capazes de absorver radiagcio na regifio visivel, mas também, como ji se
discutiu anteriormente, devido a4 competicio entre a solvélise das ligacdes Cr-S, Cr-N e

Cr-O.

Durante a titulagfio, tanto para os complexos de cisteina como para os de
penicilamina, verifica-se, além disso, que a variagio de absorvéncia, A€ gbs, medida nos
maximos das respectivas bandas, de sinal positivo, mais intensas a menor comprimento

de onda, € linearmente dependente da concentracfo de dcido adicionada (Figura 4.10).

Embora n&o tenham sido tomadas precaugSes especiais para excluir
contaminagBes minimas de dgua das solugles em DMF, se considerarmos que a

reaccgio que predomina em solucio € provavelmente:

[CrlLcys)ol + CFsCOOH + H»O (ou Solvente, DMF) —

— [CT-cysSH)(I -cys).H20 (ou Solvente, DME)] (4.4)
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AEO - AEObS
(%)

80 7
60
40
20 -

0 * T T T T T T ™ T T 1

2 4 6 8 10

[H]+ x 10-4

Figura 4.10 - {Agg— Agpps) em fungiio da concentragiio de acido adicionada, na titulacio de [Cr(L-pen)a ]
com CF3COOH, em DMF, seguida por especlrofolometria de DC. A varagio da absorvincia [o1 medida

no comprimento de onda do mdximo da banda mais intensa, no Vis, a 624 nm,

podem deduzir-se as seguintes equagdes:

A€ gps = Agc [C] + Agey (t-x)

AEO = AEC Co

A€ gps = Agc (Co - t + x)+ Ay (E-X)

Ag O_Agobs =1 (AEC - ASCH) - X(AEC - AECH) 4.5)

cony:
t = concentragdo total de 4cido

[{C] = [({ILcys)a), complexo ndo protonado
C, = concentragio total das espécies de crémio

x = quantidade de 4cido livre presente na solugio

Ag ops = absorvincia diferencial, €dir,~€esq., Observada em cada ponto
Ag = absorvéancia diferencial inicial

Ag ¢ = coeficiente de absorgio diferencial do complexo néo protonado

Ag cpp = coeficiente de absorgdo diferencial do complexo protonado
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Se houver apenas uma quantidade muito pequena de 4cido livre em solucio,
isto é, se a reacgdo do dcido com o complexo for praticamente estequiométrica, entdo
pode explicar-se a dependéncia linear entre a quantidade de dcido adicionado e a
intensidade da banda de dicroismo circular, A€ by, observada antes do primeiro ponto
de equivaléncia. Neste caso, o segundo termo do lado direito, na equacido (4.5) serd
insignificante. O declive da representaciio grifica de Agy~Agyps em fungio da
concentracdo total de dcido (Figura 4.10) representa a diferenca entre os coeficientes de

absorc¢io diferencial dos complexos, nas formas protonada e nio protonada.

Em resumo, os resultados obtidos neste estudo em DMF confirmam que os
equilibrios que se estabelecem por adi¢fio ou libertagdo de protSes nas solucSes que
contém este tipo de complexos t€m de ser tratados com algum cuidado. Contudo, se
nos restringirmos apenas a uma gama mais estreita de pH, até se atingir a zona do
primeiro ponto de equivaléncia, como foi o caso do estudo efectuado inicialmente em
solugdo aquosa e agora em DMF, é possivel ter uma visdo mais clara do

comportamento em solucgio deste tipo de compostos [78].

4.3.4 - Estudos cinéticos de reacc¢Bes de abertura e fecho de anel

envolvendo ligacdes Cr-S
4.3.4.1 - Introducio

A hidrolise da ligagio Cr-S € referida na literatura por vdrios autores
[150,160,167,180,181], tendo, em geral, sido estudada em meio 4cido [ 160,168]. Deutsch et
al [160], por exemnplo, descrevem reacgdes de substituigdo de compostos de Cr(l) com
tidis, mostrando que elas se processam, predominantemente, via abertura da ligacio Cr-
S (abertura de anel), catalisada por dcido. Asher e Deutsch [180] propuseram, para
aquele tipo de reaccSes, um mecanismo que interpreta a lei de velocidade encontrada
em fungdo de um pré-equilibrio ripido de protonagio que precede o passo determinante
da velocidade de aquagdo. As reacgdes de abertura e de fecho de anel (ligaciio Cr-S)

sHo, pois, geralmente dependentes da concentragio de dcido, envolvendo a protonagio
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prévia do dtomo de S (RSH ¢ RS'R, por exemplo, "sdo substitufdos" com muito mais
facilidade do que o grupo RS- niio protonado). No entanto, as velocidades relativas a
abertura desta ligagfo, assim como da ligagdo Cr-N, por passos independentes da
concentracdo de dcido podem competir com as reacgSes anteriores, embora sejam mais

lentas [ 150].

Os ligandos coordenados pelo dtomo de enxofre tém capacidade de exercer
efeitos trans (cinéticos e estruturais) tanto em complexos de Cr(IiI) como de Co(IIl),
residindo a principal diferenca no comportamento cinético destes dois tipos de
complexos no facto da labilizacdo também provocar, nos primeiros, a rotura da ligacfio
Cr-S. Esta é muito mais instdvel que a ligacio Co-S, uma vez que, nos complexos de
Cr(II), ao contrdrio do que acontece nos de Co(IIl), ndo se verifica estabilizagio do

estado fundamental, provocada por retrodoaciio de carga ido metélico -->S [170].

4.3.4.2 - Breve referéncia a estudos cinéticos com compostos de
coordenacio de Cr(III) com ligactes Cr-S efectnados em meio

neuiro ou moderadamente acido

Os estudos prévios de protonagiio que efectudmos com o ifio complexo
[Cr(cys)ol™ [79,161,170], permitiram: estabelecer as condi¢cBes experimentais adequadas
ao estudo cinético das reacgtes de abertura e de fecho de anel naquele complexo. No
entanto, o estudo da reaccio de abertura de anel torna-se complicado pelo facto de,
num meio moderadamente 4cido (pH < 5.5), se tender para uma mistura de trés

espécies em equilfbrio (H,C+, HC e C-) (Ver equagdes 4.1 ¢ 4.2 e a Figura 4.5).

Assim, com o objectivo de direccionar a reacg¢do de hidrolise do complexo
[Cr(cys)a]™ no sentido da formacio de [Cr(L-cys)L-cysSH)(H20)], abertura de anel,
(Ver equacgio 4.1) e de constatar qual o espectro correspondente, na medida do possivel,
apenas a esta espécie em solucgdo, a evolucio daquela reacgfo foi seguida por UV/Vis e
por DC, na regifio visivel. Adicionando 4cido 2 solucfo aquosa do referido ido

complexo, a mtervalos de tempo regulares, de modo a que o pH da mistura fosse sendo
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ajustado a cerca de 5.5, verificou-se que, além de haver consumo de protdes, os
espectros de UV/Vis e de DC se alteravam no sentido dos espectros tipicos daquele
complexo aquele pH (Ver Figura 4.6. Seccdo 4.3.2). Esta informagio foi utilizada na
definicio das condic¢Bes ideais para o estudo cinético da reacgiio de abertura de anel,
isto é, da quebra da ligacio Cr-S no complexo [Cr(cys)2] . Se o pH das solucGes for
mantido constante, na zona 5.5 - 5.7, pode admitir-se que existem em solug¢io apenas
aquelas duas espécies, C- e HC, podendo, nesse caso, a transformagio de C- em HC ser

modelada como um sistema simples [79,161,170].

Por neutralizacdo de solucdes do complexo, a pH 5.5, com solugBes-tampéo a
pH 7, a reaccio (de fecho de anel) processar-se-ia de modo completo, deslocando-se o
equilibrio, totalmente, para a formagfo da espécie C-. Na regido de pH estudada e nas
condigBes experimentais utilizadas, verificou-se que a velocidade desta reacgiio (fecho
de anel) era independente da concentra¢io de H* e do tipo de tampdo usado. Os

resultados deste estudo conduziram as leis de velocidade seguintes:

Kops =k Ko/ [H* +Kq (4.6)
velocidade =k [Cp] 4.7)
sugerindo o mecanismo esquematizado na Figura 4.11.

O facto da velocidade de fecho de anel ser independente da concentracio de
dcido indica que K, (4.6) é muito superior a [H]*. K, tanto pode referir-se ao grupo
RSH como a moiécula de dgua coordenada no complexo [Cr(L-cysSH)(L-cys)(H20)],
embora a literatura favoreca esta tltima alternativa [182]. A constante de velocidade da
reaccio seria assim uma constante de velocidade unimolecular correspondente ac fecho
de anel do complexo desprotonado. Os pardmetros de activagfio e em particular a baixa
energia de activaciio sugerem também que a transferéncia de protio e o fecho de anel

possam ser um processo concertado [79,161,170].
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Figura 4,11 - Mecanismo de abertura ¢ de fecho de anel (ligagio Cr-S); ifo compiexo [Cr(L-cys)2]” [79]
4.3.4.3 - Estudos cinéticos de abertura de ligacdes Cr-S em meio dcido

Apés os estudos cinéticos efectuados com solugdes do anifio [Cr(cys)2]™, em
meio 4cido moderado, como se descreveu atris, ficou clara a peculiaridade do
comportamento em solugdo daquele complexo aniénico de Cr(Ill), devido & presenga
da ligagiio Cr-S. Tornou-se, pois, pertinente estudar as alterag3es, ripidas, sofridas por
aquele complexo e por outros do mesmo tipo, apds adig¢lo de 4cido, as quais s@o

traduzidas, numa primeira analise, por alteracBes na cor das solugdes,

As reacgbes de hidrdlise dcida, rdpida, dos anides [Cr(cys)al™ e [Cr(pen)2]”
(pen=D- e/ou L-) foram, assim, estudadas pelo método de "stopped-flow”. Detalhes

experimentais destas experiéncias estdo descritos no Capitulo 7 - Secgdo B.

Na Figura 4.12-a) estd representada a variacfo de absorvancia que se observa
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quando se adiciona 4dcido a uma solugio aquosa de [Cr(D-pen)si-. Os resultados
obtidos, para diferentes concentragSes de dcido, com os complexos de cisteina e de
penicilamina, traduzem uma cinética de 1* ordem durante, pelo menos, dois tempos de

vida média, tal como é demonstrado na Figura 4.12-b), para o caso da hidrélise de

[Cr(L-cysy]".

In(log{V=[Vobs))
log (Veo|V 05
oo
og( abs) y= -0,53964 - 1,0707x RA2=0997
052 L
{* -0,9
.
[ 3
0,14 .
* [ ]
| ‘.. -13
[ ]
0 01T——7r—T1 77—
00 02 04 06 08 19 tempols -1.7 T 1 * T T 7 T T T ‘?
0.0 0,2 0.4 0.6 0.8 1,0
tempols

Figura 4.12. - a)-Variagfio da absorvincia (medida indirectamente) em fungfio do tempo, para a mistura
reaccional de [Cr(D-pen) ]~ com HCIO,, seguida no comprimento de onda do mdximo da banda de
menor energia (h=606 nm) deste complexo; [HCIO4] = 0.4 mol dm3 e [Cr(D-pen)p] = 7.56x103 mol

dm-3; forga idnica ajustada com NaClOy 0.1 mol dm 3: b)-In{Aghs-Aw) em funcio do tempo;
Aghs=absorvincia medida em cada ponto; As=absorvincia no tempo considerado como o fim da
reaccio; [HCIO,] = 0.05 mol dm 3¢ [Cricys)r T = 5.20x10 -3 mol dm3; { orga idnica ajustadaa 0.1 mol

dm= com NaClO 4 (outros detalhes experimentais no Capitulo 7 - Secg@ioB)

A partir das representagSes grificas de In(Agps-Aw)em fungio do tempo,
calcularam-se as constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem, kops, para as

reacgdes de hidrélise dcida de ambos os complexos (Tabela 4.5).

Os resultados apresentados na Tabela 4.5 satisfazem, para a reacgao de abertura
da ligagio Cr-S, uma lei de velocidade (4.8) constituida por dois termos: ko

independente da concentragio de 4cido e k; dependente daquela concentragio,

kobs = ko + k1[H*] (4.8)
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[Cr(eys)T [Cr(pen),]”
Kobs(s™)
i+ Kops(sD) A+ Tratamento | Método das
(moldm-3) de reaccio de velocidades CONINFIN*
1* ordem iniciais

0.010 0.32 - - — —
0.020 0.63 - — — —
0.025 1.10 -— —- — —_
0.030 1.13 — — _— —
0.040 1.56 - — — —
0.050 1.99 0.040 022 0.25 031
0.060 2.51 -— - — —
0.070 2.60 -— e — —
0.075 2.88 0.060 033 032 0.51
0.10 — 0.080 0.45 042 0.54
0.15 - 0.120 0.61 0.59 0.78
0.25 -— 0.196 1.04 0.82 rL24
0.40 -— 0306 145 1.38 1.84
0.50 — 0384 1.57 1.60 1.95

Tabela 4.5 - Constantes de velocidade de pseudo 1* ordem, kgpg, para as reacgdes de hidrélise dcida dos
anices complexos [Cr(L-cys)z2] (5.0)(10‘3 mol dm=) e [Cr{D-pen)a] (7.55x10= mol dm3), com
HCIO4, em NaClOy4 (0.1 mol dm-3}; T=24°C; os resultados apresentados sdo uma média de 3-5
experiéncias, *CONINFIN: programa de ajuste de resultados cinéticos; valores de ag+) calculados

segundo [183] (Ver Capitulo 7- Secgho B)

verificando-se uma relaciio linear (Figura 4.13) entre as constantes de velocidade

observadas e as respectivas concentracdes de 4cido utilizadas [78].

O complexo de penicilamina sé reage com velocidades significativas em
solugBes comparativamente mais 4cidas que no caso do complexo com cisteina. Sendo

assim, foi necessdrio utilizar concentragdes de dcido muito elevadas (0.05 a 0.50 M em
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3.0
kobs

0.5

0,0 - T - . . T .
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4

[H]+ (aH+)

Figura 4.13 - kops em fungiio de [H*] (®) para a reacgio de [Cr{L-cys)a] (5.0x10 mol dm=3) e em
fungdo de a¢y+) (O} para a reacgdo de [Cr(D>-pen)z | (7.5x10'3 mol dim3 ), com HCl104, {(concentragdes
referidas no texto); solucdes em NaClO4 0.1 mol dm™; T=24°C; na representaciio grifica das constantes
correspondentes a [Cr(D-pen)o]”, foram utilizados os valores de kphs calculados com o programa
CONINFIN*, tendo sido omitidos, na regressdo linear, o ponto correspondente & concentragio de dcido

mais elevada

[H+]), para que, nas condi¢Ses experimentais utilizadas, condicionadas pelo
equipamento disponivel, fosse possivel determinar as respectivas constantes de
velocidade de hidrélise. Devido aos valores elevados da forga iénica do meio, atingidos
quando se utilizam concentragSes de dcido tdo elevadas, tornou-se necessério converter
essas concentractes (em mol dm3) em valores de actividade [183], de modo a ser
possivel relacionar linearmente aquelas constantes de velocidade com as quantidades
de 4cido utilizadas. No caso do cisteinato, (JH+] = 0.019 - 0.075 mol dm3), essa
conversio nfio fol necesséria, pois ndo se observaram desvios significativos a relagéo

linear referida anteriormente.

Da representagfio grifica de kops em fungdo de [H*], para o anifo [Cr(L-cys)2]",

obtiveram-se entfo os seguintes resultados:
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Kobs = -0.094 (= 0.04) + 40.7 (= 2.0) [H*] (s 1) 4.9)

A equacfo (4.9), para além da constante de velocidade de abertura de anel que é
de 40.7+ (2.0), da-nos indicacdo de que o passo predominante da reacgfio € o da quebra
da ligacio Cr-S, mais rdpido, enquanto que o passo independente da concentragdo de
dcido tem uma velocidade que, além de ser pouco significativa, € determinada com

pouca precisgo.

Tal como foi visto anteriormente para este composto [79], em meio
moderadamente acido a velocidade de formacéo da ligacdo Cr-S (fecho de anel) foi de
1.98 x 10-3 51, As duas constantes de velocidade, abertura e fecho da mesma ligagio,

podem entfo ser usadas
Keq:k fecho de anel / k abertura de anel 4.10)

para estimar a constante de equilibrio da reacco (4.10). logjp Keq € igual 2 431, em
concordéncia com o valor de log1p K1 = 4.42, determinado, por potenciometria, para a

mesma reacgio, no trabatho anteriormente referido [79].

Para o ido complexo [Cr(D-pen)s]-, os resultados obtidos (Tabela 4.5)
permitem admitir também uma cinética semelhante 3 proposta para a reacgiio com o
complexo de cisteina, tendo, também neste caso, sido determinada a respectiva

constante de velocidade de 2% ordem, isto é:

kobs = 0.099 (+ 0.04) + 5.79 (+ 2.0) ag+ (s°1) (4.11)

As velocidades de reacg@o determinadas neste trabalho sfo comparadas, Tabela

4.6, com as obtidas para outros complexos de Cr(III) com liga¢Ges Cr-S.

No decorrer das reacgdes de hidrélise dcida do anifo complexo [Cr(L-cys)2]™, é
nitida uma segunda reacc#o, mais lenta, ap6s um primeiro passo rapido, tal como se

pode inferir da Figura 4.14. A diminuic#o inicial de absorvéncia segue-se um segundo
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Ko(st) k;(M-1s )
Composto Condicdes Ref*
(passo indepen- {passo dep. da i .
experimentais
dente de dcido) conc. de dcido)
T=40C; 671
[CH(SH)(H20) 512 (3.09£0.07)x107 | (3.8240.16)x10-5 | I=LOOM(LICIOL);
[HT]=0.01-1.00 M
T=25C;1=1X
[Cr(en)2(S-C(CH3)2CO) (0.5420.16)x 10+ | (8.020.3)x10~* M; [H¥] =0.1-09 | [150]
M
) T=25C;]1=2.00M;
[C1(SCH2CHaNHz)(H40) 5121 | (4.5£0.2)x 1072 {1.31+0.02)x10~ | (H"1=0.00013-1.99 M | [128]
T=25C;1=1.00M;
[Cr(en)2(SCHRCO2) * 251 x 107 L1x 1074 [Ht]=0.03-1.00M | [160]
T=25C; [ =1.00M;
[Cr(en)o(SCH2CHaNHR)] 2+ 5721076 223 x 10 [H*]1=0.20-1.00M | [160]
T = 24°C;
[Cr(L-cys)a] - 40.7 2.0 [=0.1M (NaClOy), Et
[H¥]=0.01-0.075 M
T=24°C;
[Cr(D-pen) ] 0.059+ 0.050 579+0.52 [=0.1 M (NaClOyg); Et
[H+]=0.050-0.50 M

Tabela 4.6 - Constantes de velocidade de reacedes de substituigio (por moléculas de dgua), para alguns

compostos de coordenacio de Cr{I1I), possuidores de ligages Cr-S; E.t.= este trabalho.

passo, em que ha um aumento lento na curva de absorvéncia em fungfio do tempo, com
se pode inferir da Figura 4.14. A diminuicdo inicial de absorvincia segue-se um
. segundo passo, em que hd um aumento lento na curva de absorvéncia em fungfio do
tempo, com eXcepgio para as reacgles em que foram usadas concentragdes de dcido
menores que 0.010 mol dm™3. Analogamente, no caso do anido [Cr(D-pen)»]~ também
se observa uma segunda reacgio, embora apenas para concentra¢des de dcido
superiores a 0.5 mol dm™3. Estas segundas reacgdes podem dever-se a competigdo entre
a quebra de ligagSes Cr-S (mais rdpida) e de ligagdes Cr-N e/ou Cr-O [150,160,170], pois
hé evidéncia de que as espécies resultantes da substitui¢do na ligacio Cr-N interferem

nas altera¢Oes espectrais observadas, especialmente na regifo visfvel [171].



Cap. 4 - Complexos de Cr(III) com ligagdes Cr-S -—— 136

Abs

tempo/s

Figura 4.14 - Variagio da absorviincia com o tempo, no decorrer da reacgiio de hidrélise deida, com
HCIC 4, do anifio complexo [Cr(cys)2 |” (reacgdio seguida por "stopped-flow"); tempo midximo: (a)=10

segundos; (b)=1 segundo

A hidrélise do complexo com cistefna € muito mais rapida que a do complexo
com penicilamina, como se pode constatar pelo valor da constante de velocidade
associada ao passo dependente da concentragéio de dcido, o qual é 10 vezes mais ripido
no primeiro caso (Ver Tabela 4.6). Esta diferenca de velocidades pode, em parte, ser
reflexo das diferencas entre os valores de pK, dos grupos tiol da cistefna (10.3) e da
penicilamina (10.6). Além de proviveis factores de impedimento estereoquimico
devidos & presenca dos dois grupos metilo junto do dtomo de S coordenado, o
complexo com penicilamina é muito mais hidrofébico que o de cisteina, factos que por
s1 s6s podem ser responsdveis por uma maior dificuldade de protonacdo e
consequentemente pelas menores velocidades de reacgfo verificadas com aquele

complexo.

Como a hidrélise catalisada por acido € muito mais rdpida nestes dois
complexos que em todos os outros que foram estudados até agora, possuidores do
mesmo tipo de ligacdo, o factor determinante dessa diferenca pode ter a ver com a
carga dos complexos que temos estado aqui a estudar (Tabela 4.6). Os complexos de
Cr(1I) com cisteina e com penicilamina sdo os nicos com carga negativa, ma vez

que todos os outros sdo catiénicos sendo, por isso, menos favoriveis, por exemplo, &
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associagdo inicial de um protdo, no processo de protonagio do atomo de S.
4.4 - Resumo e consideracoes finais

Uma vez que se admite que os produtos finais da reducio de Cr(VI) por
redutores intracelulares podem ser complexos de Cr(Iil} com aminodcidos, ou péptidos,
que, por exemplo, possuam residuos de cisteina, tornou-se pertinente um estudo

aprofundado deste tipo de compostos.

Assim, foram sintetizados e caracterizados complexos de Cr(Ill) com L-cisteina
(um complexo conhecido), com L- ou com D-penicilamina (complexos que nfo tinham
anteriormente sido preparados numa forma pura) e com 4cido tiomalico (composto
novo), tendo-se demonstrado, através dos resultados de DC, que estas sinteses sfo
estereoespecificas no caso dos dois primeiros compostos (com formacio de um dnico

isémero, o irans-S, cis-ON).

O comportamento destes complexos foi estudado em solugio aquosa e também
num solvente ndo aquoso (DMF). Como a ligagdo Cr-S, presente em todos eles,
apresenta um comportamento peculiar por ser particularmente 14bil, partindo-se do
conhecimento anterior da especiacio do anifio [Cr(L-cys)2]-, em meio neutro ou
moderadamente 4cido, fez-se o estudo das reacgdes de substitui¢fio, por quebra e
formaciio daquela ligagBo, experimentadas pelos referidos complexos em solucdo
quando lhes é adicionado 4cido. Este trabalho, efectuado nomeadamente por DC,
permitiu a optimizacgdo do intervalo de pH dentro do gual ha total reversibilidadde da
ligagfio Cr-S, sendo possivel desse modo, tratar os equilibrios que se estabelecem entre

as espécies em solugdo como sistemas muito simples.

Anteriormente tinhamos verificado que a velocidade de abertura de anel
(ligagdo Cr-5), no anido complexo [Cr(L-cys)»]-, era independente da concentragiio de
acido em solugdo, numa regido estreita de pH (7.0 - 5.5), mas se essa zona fosse

alargada para valores de pH inferiores, aquele complexo sofria hidrélise 4cida, tFo
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rapida que podia ser estudada por "stopped-flow". O estudo cinético destas reacgdes
permitiu chegar a uma lei de velocidade de dois termos, um independente e outro
dependente da concentragdo de dcido: kops=ko+k[H1]. Da combinacao de kgns de
abertura de anel com kyps de formacio da ligagio Cr-S, no caso do anido complexo
[Cr(L-cys)]-, foi possivel calcular a respectiva constante de equilibrio (K=4.31), que
estd em perfeito acordo com a mesma constante, determinada num nosso trabalho
anterior por potenciometria (K=4.42)! A partir daquelas constantes de velocidade de
abertura ¢ de fecho de anel foram calculadas as constantes de 2* ordem para estes
processos: 40.7 para [Cr(L-cys)2]~ e 5.79 para o complexo [Cr(D-pen)s]-. A
constatagio de que as velocidades das reac¢Ses de hidrélise nestes complexos sio
muito mais elevadas que as de outros compostos possuidores do mesmo tipo de
ligacdo, tem certamente a ver com o facto destes compostos terem carga negativa,
enquanto que os outros, por serem catidnicos, sio m'uito menos favordveis a
interacgBes com a carga positiva de Ht, no processo de protonaco inicial do 4tomo de

S, admitido como o primeiro paasso nos mecanismos de abertura da ligacdo Cr-S.

O facto das reacces de hidrélise com os complexos de penicilamina serem
mais lentas (velocidades 10 vezes menores) que as com o de L-cistefna, devido,
provavelmente, a factores de impedimento estereoquimico e/ou a diferencas nos
respectivos pk,, pode ser relevante na previsdo da reactividade de outros compostos
analogos, naturais ou modelos, de cujo comportamento seja importante ter um melhor

conhecimento.
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S. Compostos de coordenacio
de Cr(IIl) com aminoacidos
do tipo a-aminocarboxilico

5.1 - Introducéo

O trabalho descrito nos capitulos anteriores evidencia a imporifincia que a
coordenacio do Cr(IH) gerado na redugio intracelular de Cr(VI) pode ter na explicacio
da toxicidade deste estado de oxidagdo. Porém, ao procurar-se documentacio cientifica
sobre a guimica de coordenagdo de Cr(IIl) a biomoléculas, verifica-se que, mesmo no
que diz respeito a aminodcidos simples, os resultados descritos variam de autor para
autor e estdo longe de ser esclarecedores do comportamento do Cr(Ill) na presenca

daqueles ligandos.

Assim, procedeu-se a uma revisdo cuidada e ao aprofundamento de certos

aspectos da quimica preparativa, da estereoquimica e da espectroquimica de tais
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complexos. Um novo complexo de Cr(III) com I.-valina foi sintetizado, tendo a sua

estrutura cristalina sido determinada por difracgdo de Raios-X de cristal dnico.

Na caracterizacdo dos referidos compostos deu-se especial &nfase aos estudos
efectuados por espectrofotometria de dicroismo circular. No entanto, dadas as
ambiguidades surgidas na interpretagiio dos resultados obtidos, foram aplicadas, com
sucesso, técnicas de espectrometria de massa, tanto quanto nos ¢ dado saber pela
primeira vez, que permitiram identificar novas estruturas além das que a literatura,

habitualmente, propSe para este tipo de compostos.

As estruturas do tipo da do cristal de Cr(IlIl) com L-valina e dos novos
compostos diméricos propostos por espectrometria de massa, pouco vulgares em
compostos de Cr(lll), sdo discutidas em termos das suas possiveis implicacdes na

explicagio dos efeitos genotdxicos do crémio.
5.2 - Miétodos de sintese

Na literatura sfo referidos varios métodos de sintese de compostos de
coordenagio de Cr(III) com aminodcidos do tipo a-aminocarboxilico. Oki ef al
[158,184,185], por exemplo, utilizam dois métodos de sintese. Num deles, promovem a
reacgdo de um sal de crébmio(IIl) com o aminodcido, por reacgdo no estado sélido. O
segundo método utiliza a mesma reacg¢do em solugdo. Outros autores [ 186], partem de
sais de crémio diversos como reagente de partida, como por exemplo Cr(OH)3 ou
Cr(l3.6H>0 [187]. Na maior parte destas reacgdes de sintese, embora se trabalhe em
zonas estreitas de pH, formam-se, além dos complexos trisquelatos, outros complexos
do ttpo bisquelato, dimeros com grupos OH ou H2O coordenados, além de possiveis
espécies poliméricas [157,158,184-187]. As cores destes "produtos secundarios”, em
geral, variam entre pirpura, violeta ¢ vermelho, ao contririo dos complexos trisquelato,
que serdo, em principio, de cor rosa. Uma constatagio comum a todos os trabalhos

conhecidos € a auséncia de uma caracterizacéio fundamentada dos complexos obtidos.
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Método geral adoptado para a sintese de
compostos de coordenaciio de Cr(III) com

amincacidos a-aminocarboxilicos

Mistura Inicial Solugfo aquosa de Cr(lI) + Solugiio aquosa do
Cr(NO3 ), -9H,0 d- aminoacido
Aquecimento Inicial 0.5 h em banho de 4gua (ebuligio): pH=2
Neutralizagfio Adicio de soluciio aquosa de NaOH pH=5-7
2° Aquecimento Refluxo (6-12 h)
Arrefecimento pH=6-7
(Solugiio arrefecida & T ambiente)

!

Filtracéio Separacdo do composto sélido
Tratamento do sélido lavagem: dgua quente,

etanol,

aceftona e

éter etilico

v

Secagem Exsicador: em vicuo
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Adaptando o conjunto de métodos atras referidos [186-188], estabeleceu-se, neste
trabalho, um método geral para sintetizar este tipo de compostos, que foi aplicado a

preparacdo dos complexos de Cr(ill) descritos neste capitulo.

5.3 - Sintese e caracterizacio do complexo [Cr(L-ala)3]

5.3.1 - Revisdo bibliografica

A sintese de um composto de Cr(IIT) com L-alanina que, pela primeira vez,
aparece descrita na literatura é atribuida a Ley ¢ Winkler, em 1909 [188], embora
segundo outros autores [187], o primeiro complexo de Cr(III) com este aminoédcido
tenha sido obtido em 1910, por Tchougaeff e Serbin, os quais, por ebulicdo de uma
solugio de cloreto de pentaaminaclorocrémio(IlI) com excesso de L-alanina, até a
maior parte do NH3 se libertar da solugio amoniacal resultante, obtiveram cristais tipo

"agulha", de cor rosa, cuja composigio atribuiram a [Cr(ala)z].

O método de sintese deste composto foi sofrendo modificagdes ao longe do
tempo. Gillard et al, em 1974 [157], por exemplo, prepararam um sélido de cor rosa,
por neutralizacio de uma mistura de solugdes aquosas de Cr(III) e de L-alanina. Por sua
vez, Minor et al em 1976 [175], embora referindo a obtengdo de dois 1sémeros deste
complexo, um soliivel e o outro insolivel em 4guna, também obtiveram, em principio,
este mesmo complexo, apés refluxo de uma mistura neutralizada de Cr(Ill) e L-alanina.
Oki et al [158,184,185] prepararam, de igual modo, este mesmo composto tanto por
reac¢do no estado sélido como por reacgdo em solucéio. Mais recentemente [i8%], outras
publicacBes tém continuado a referir a obten¢fio deste mesmo composto por métodos

semelhantes aos descritos, mas, aparentemente, com um grau de pureza mais elevado.
5.3.2 - Preparacio e caracterizaciio de [Cr(lL-ala)3]

Neste trabalho, este complexo foi sintetizado pelo método geral descrito na
Seccgdo 5.2.1, partindo de solugBes em que a relagfio molar entre Cr(I1I) e L-alanina era

de 1:10 (Capitulo 7 - Seccio C). Porém, procurou-se ainda preparar o composto usando
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alguns dos métodos descritos na literatura [ 175,184,185,187], de forma a esclarecer qual o

produto efectivamente originado em cada um dos processos de sintese conhecidos.

De uma maneira geral, todas as sinteses deram origem a sélidos de cor rosa,
com uma aparéncia microcristalina quando observados ao microscopio. Estes sélidos
foram caracterizados por andlise elementar e por técnicas espectroscépicas (IV, UV/Vis

e DC).

Os resultados das andlises elementares estdo compilados na Tabela 5.1. Para
algumas das amostras, a quantidade de crémio, determinada por Absor¢do Atémica,
den resultados um pouco inferiores aos previstos, 0 que pareceu confirmar alguma
contaminag.'?;o resultante do excesso de aminoicido utilizado no processo de sintese. A
hipétese, eventual, da presenca de dgua de cristalizacio em algumas dessas amostras foi
rejeitada, pois as respectivas anélises termogravimétricas ndo evidenciaram perdas de

massa 3 temperatura esperada (a 1* perda de massa s6 acontece a cerca de 260 °C).

Resultados de anilise elementar
Meétodo de sintese usado...

% C % H % N
eene(a) 34.18 5.74 13.29
.Minor et al [175], isémero insoltdvel 34,82 573 13.25
....Hste trabalho 3379 5.69 12.69
" 34.66 554 13.16
...Gillard et al [157], 1° colheita 33.36 552 12.63
..Gillard et al [157], 2* colheita 34.84 570 13.16
..... (b) 29,39 5.34 12.47

Tabela 5.1 - Andlise elementar dos complexos [Cr{lL-ala)s] sintetizados segundo diversos métodos (ver
detathes no Capftulo 7 - Secgiio C); (a) - % calculadas para [Cr(L-ala)z]; (b)- % calculadas para o dimero

[Cro(I.-ala)4(CH)z ], apenas como exercicio de comparago
5.3.3 - Propriedades espectroscépicas do complexo [Cr(L-ala)3]

Embora Ang et al [187] tenham referenciado uma ligeira solubilidade, em 4gua,

para o sélido [Cr(ala)s], 2 generalidade da literatura refere este composto como



Cap. 5 — a-Aminocarboxilatos de Cr(lIl) — 144

totalmente insoliivel naquele solvente. Por isso, todos os espectros, electrénicos ou de
DC, publicados até a data, foram obtidos a partir de solucdes Acidas, com excepcéo do

ue se refere ao "isémero soldvel” citado por Minor et af [175], referido atrds.
q P

O trabalho por nds desenvolvido permitiu que se obtivessem espectros de
UV/Vis e de DC deste composto em solugdo aquosa ndo acidificada (Figura 5.1).
Registaram-se também os espectros de DC no estado sélido, em pastilhas de KBr, os

quais sdo comparados com os correspondentes espectros em solugfo, na Figura 5.1-b.
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Figura 5.1 - [Cr(L-ala)3]: (A) espectro - UV/Vis (€370 nm = 365 € €510 n270 mol “Ldm3em-1); (B) DC,

em solugio aquosa (AsM(505 nm)~3.46 mol L dm3em™1) (+++); em DMSO(—) e 1o estado sélido (*-+-)
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A Tabela 5.2 resume os resultados de DC obtidos para amostras do composto,
dissolvido em diversos solventes e no estado sélido. Os espectros electrénicos de todas
as amostras preparadas pelos métodos jd descritos apresentaram caracteristicas

andlogas as do espectro da Figura 5.1-a).

[ .
Condicdes

Composto experimentais DComiix fnm (A€ mi™ el
A [Cr(L-ala)a] HCIO 4 30% — 522 (£0.1) 400 (+0.13) (1571
[Cr(-ala)3]P¢ dcido 606 (+0.02) 526 (-0.10) 108 (+0.05) | [175]
[Cr(L-ala)3}d HCIO 4 20% 580(-0.19) 510 (+0.61) 400 (-0.17) g1€
" L - 330 (-0.19) 410 (+0.03) Etf
[Cr{L-ala)3]%€ Ho0 565 (-0.15) 5035 (+0.22) 400 (-0.12) | [175)
[Cr{L-ala)3]9 " 570 (-0.53) 305( +3.64) 385 (-0.96) Eth

. DMSO 570 (-0.54) 505( +0.86) 395 (-0.56) Et
A-(+)-B-[Cr(L-ala)3]@d | Estado sélidod 546 (-0.80) A78( +1.00) — [157]
[CH{L-ala)3]®1 " 560 (-0.77) 500 (+1.00) 385 (.0.51) Erk
" " 566 (-1.00) 500 (+0.80) 385 (-0.30) E.tl

v ; 560 (-1.00) 500 (+047) 388 (-0.40) Et
" " 580 (-0.45) 510 (+1.00) 395(-032) | Et™
" " 550 (-1.60) 500 (+2.80) 385(-1.05) | (189"

Tabela 5.2 - Propriedades espectroscdpicas (DC) do complexo [Cr(L-ala)3]; adaptada de [190]
a)-Sinal e intensidade das bandas entre paréntesis;

b)-Isémero insoldvel segundo Minor et al [175];

¢)-Sinal e intensidade (Aeyg) segundo Minor et al, Fig. 4 [175];

d)-A gy calenfado por mole de dtomos de G

e)-Especiro obtido imediatamente apds a dissolucio do composto;

f)-Espectro obtido 30 minutos depois do espectro €), anterior;

g)-Isémero sohivel segundo Minor et al {175);

h)-Espectro obtido tio rapidamente quanto possivel;

i)-Intensidades relativas das bandas;

j)-Espectro obtido em pastilha de KBr;

k)-Sdlido preparado segundo Gillard et af {1571,

D)-Salido referente ao isdmero insolivel de acordo com Minor et al [175];
m)-Sélido preparado segundo Oki er al [184], pelo método do "estado sdlido";
n)-86lido preparado segundo Okl et af [184], pelo método "em solugio” [189].

Se se analisarem os resultados da Tabela 5.2, verifica-se que, tanto em solugéo
aquosa como em solugfio dcida (espectro registado imediatamente apds dissolugio do
composto neste solvente), em DMSO ou no estado sélido, todos os espectros

apresentam em comum o "padrdo” espectral (-), (+), (-), isto €, trés bandas de dicroismo
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circular com sinais alternados, sendo muito mais intensa a banda intermédia, de sinal

positivo.
5.3.4 - Comportamento gaimico em solugio
5.3.4.1 - Comportamento em solucGes aquosas neutras

Apesar da solubilidade do complexo em dgua ser extremamente baixa, uma
dada amostra de [Cr(ala)3] foi completamente dissolvida, por preparacdo de sucessivas
solucBes saturadas, seguidas de separacio das duas fases. Os espectros de DC, efou de
UV/Vis, das solucBes saturadas, foram registados imediatamente ap6s filtragdo de cada

por¢io de solugfio (Ver Capitulo 7 ~ Secgdo C).

Nos espectros de cada uma das referidas aliquotas, pdde constatar-se o seguinte:

 para tempos iguais de agitacdo, correspondentes a cada extracgdo, todos os
espectros de DC s3o idénticos, o que pressupde a mesma quantidade de sdlido
dissoivido (solugBes saturadas);

* se se aumentar o tempo de agitagio durante a extraccio, a intensidade da
banda de absor¢io diminui: ligeiramente, se se passar de 0.5 para 2 horas, de modo

dristico, se a agitacio se mantiver cerca de 12 horas (ou mais);

« a actividade &ptica das solucBes aquosas do composto desaparece

completamente ao fim de cerca de num dia.

Simultaneamente com o decréscimo de actividade Optica, os espectros de
UV/Vis também sofrem alteractes (Figura 5.2), com diminuicio da intensidade das

bandas e deslocamento dos seus maximos para maiores comprimentos de onda.

O desaparecimento da actividade éptica destas solugSes indica a auséncia de
espécie(s) com caracteristicas quirais. Esta modificacfio pode resultar de reacctes de
substituigdo dos ligandos quirais {aminodcidos) por ligandos néo quirais (OH~, H20). A
evoluciio das caracteristicas espectroscdpicas destas solucdes, com deslocamento dos

maximos de absorvincia para comprimentos de onda mais elevados, leva a sustentar a
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hipétese de que as novas espécies correspondem a formas em que algumas das liga¢des

Cr-N foram substituidas por ligaces Cr-O, a que correspondem campos de ligandos

mais fracos.

3 00
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Figura 5.2 - Evolugiio, com o tempo, das caracterfsticas espectroscdpicas (UV/Vis) de uma solugio

aquosa de [Cr(L-ala)a]

Foi também verificado que a velocidade de diminui¢do da actividade optica

destas solucdes era dependente da temperatura (Figura 5.3), aumentando com esta.

At (u.a)
A€ (u.a.}

Figura 5.3 - Evolugdo da actividade éptica (DC) de solugBes saturadas de [Cr(L-ala)z ]; (a) temperatura
ambiente (=24°C) (intervalos de tempo variados); (b) 32°C (ciclos de 30 minutos); tempo total = 220

minutos; u.a. = unidades arbitrdrias
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5.3.4.2 - Comportamento em solugoes acidas

[
'

Ao contririo do que acontece em dgua, o composto € muito solivel em solugdes
de 4cidos. Porém, nestas solugdes, observam-se alteragtes drasticas, notérias sobretudo
por dicroismo circular. Embeora inicialmente, os espectros de DC se assemelhem aos
obtidos em solugido aquosa, evoluem rapidamente no sentido de uma inversio completa
dos sinais das bandas, acabando, também neste caso, pela sua actividade Sptica
desaparecer ao fim de algum tempo (Figura 5.4-a). Por isso, na Tabela 5.2, os dados
dos espectros de DC deste composto em solugdes dcidas referem-se ao momento em
que, ap6s dissolucio completa da amostra, esses espectros foram registados. Algumas
das contradi¢bes nos resnltados de DC encontradas na literatara [157,175], no que se
refere & intensidade e ao sinal da banda a cerca de 510-530 nm, podem, assim, ser
explicadas se se tiverem presentes estas modificacSes espectrais com o tempo. Alguns
autores tinham ji comentado esta instabilidade [157,187], em especial porque ela se
traduz em comportamentos substancialmente diferentes entre as solucBes destes

compostos e as de compostos semelhantes de cobalto(I1I).

A hidrélise da(s) espécie(s) presente(s) em solugiio, muito mais acentuada em
solucgdes fortemente 4cidas, e a evolugio espectral observada por UV/Vis, em que hd
inversdo da intensidade relativa das duas bandas na regifio visivel com deslocamento
dos seus maximos de absor¢io para comprimentos de onda mais elevados (Figura 5.4-
b}, é, mais uma vez, posta como explicagdo para as alteracSes observadas, podendo
pressupdr-se, de facio, reacgdes de substituicdo com mudancgas nas esferas de

coordenagio iniciais.

O aspecto mais inesperado no processo de hidrélise 4cida deste composto €, no
entanto, o seu caracter reversivel. Se, apds acidificacio de uma solucio de [Cr(ala)s], o
pH for ajustado de novo ao seu valor inicial, por adi¢do de solugdo alcalina, o espectro
de DC, por exemplo, retoma as suas caracteristicas iniciais. Este fendmeno € invulgar

em compostos de coordenacfio de crémio(IIl) deste tipo. O facto da reacgfio ocorrer
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pum intervalo de tempo de minutos sugere uma "genuina" reac¢io quimica, de abertura
e fecho de anel para este caso, e ndo a formaggo de, por exemplo, um complexo de

esfera externa [190].
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Figura 5.4- Alteracdes espectrais em solucBes dcidas de [Cr(L-ala)3]; (A)- DC; i)-espectro obtido
imediatarnente apés a dissolugdo (——); ii}-ao fim de 10 min (- - -); iii)-ao fim de 35 min (***); A{E em

unidades arbitrddas; (B)- UV/Vis; ciclos de 2 minutos
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5.3.4.3 - Comportamento num solvente niio aquoso (DMSQO)

Em DMSO, os espectros de DC tém caracteristicas um pouco diferentes dos
obtidos nas solugGes anteriores (o complexo € mais soltdvel neste solvente do que em
dgua), embora a posicdo e o sinal das bandas nfo apresente alteragSes significativas,
sugerindo a presenca do mesmo tipo de espécies complexas. Mas, contrariamente ao
observado nos outros solventes estudados, as caracteristicas quirais da solucio mantém-
se estdvels, mesmo ao fim de alguns dias (Figura 5.5). Se forem usadas, como solvente,
misturas de H>O / DMSO, quanto maior a proporgdo de H»>O na mistura, mais
rapidamente o espectro sofre alteragOes e menor a intensidade das bandas, o que esta

em concordincia com o comportamento deste composto em solucéo aquosa.

As {u.a.)

Figura 5.5 - Estabilidade de uma solugio de [Cr{L-ala)z] em DMSO: espectro imediato (—); a0 fim de

30 horas (- - -); ¢c}-a0 fim de & dias {***); n.a.=unidades arbitrdrias

5.4 - Sintese, separaciio e caractaizacio de sémeros épticos do complexo [Co(LL-ala)s]

5.4.1 - Introducio

Com o objectivo de explicar, atribuir e justificar, uma configurac¢io absoluta ao
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composto de Cr(IIl) com L-alanina, [Cr(L-ala);], procurou-se relacionar as
propriedades espectroscdpicas destes compostos com as de compostos andlogos de
cobalto(lll). Assim, foram sintetizados e separados os quatro isémeros 6pticos do
complexo andlogo de Co(IIl), |Co(L-ala);], procedendo-se 4 respectiva caracterizagio

espectroscdpica e estereoquimica.

A sintese e a separag@o dos isémeros 6pticos de [Co(l-ala)s] estd publicada
desde 1961 [191], embora a preparagiio de trés deles, os dois isdmeros faciais, 3, de cor
vermelha e um dos meridionais, «, de cor violeta, j4 apareca referenciada [188] em
1909. Neste trabalho, a sintese e a separacfo dos isémeros trans(+), trans(-} e cis(-) foi
efectuada usando o método descrito por Denning ef af [173]. O 1sémero cis(+) foi
sintetizado com base no método de Mot ef al [191]. Os detalhes experimentais deste

trabalho estfio descritos no Capitulo 7 -Secgéo C.

5.4.2 - Identificacio dos isémeros de [Co(L-ala);]

Os quatro isémeros 6pticos obtidos foram identificados por comparagdo dos
respectivos espectros electrénicos e de dicroismo circular com os anteriormente
publicados [192]. Este dltimo tipo de espectrofotometria é particularmente vantajoso,
pois permite, também, testar o grau de pureza de cada um dos isémeros. Os do tipo o
(trans(+) e trans(-)), assim como o isémero cis(-) do tipo B, apresentaram, quer em
solucéo aguosa quer em solugio 4cida, espectros de UV/Vis e de DC concordantes com
a literatura [192]. Para o isémero B-cis(+), no entanto, apenas se pdde fazer essa
comparacdo em solucfes 4cidas, j4 que tem sido considerado como totalmente
insolivel em dgua. Apesar disso, foi possivel obter espectros de UV/Vis e de DC deste

isémero de {Co(L-ala)s], em dgua, tal como j4 se tinha verificado para o complexo
[Cr(L-ala)], o que se deve, provavelmente, & possibilidade de se dispdr, actualmente,
de equipamento de DC com maior sensibilidade. Tal como se verifica para os outros
isémeros deste composto, o "padrdo” do espectro obtido em 4dgua € muito semelhante

ao dos espectros obtidos em dcido (Figura 5.6), embora, devido & muito menor
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intensidade das bandas naquele solvente, as que aparecem a menores comprimentos de
onda sejam praticamente "invisiveis” e nao tenham, por isso, correspondéncia nas dos

espectros de solugSes 4cidas.

Ag (u.a.)

Figura 5.6 - Espectros de DC de A -cis(+)-[Co(L-ala)s}: H20 (~=); HCIO4 20% () ¢ no estado sélido,

em pastilha de KBr (——}; w.a. = unidades arbilriras

Ao contrario do composto anidlogo de Cr(IIl), o comportamento em solugio
deste isémero de Co(III) caracteriza-se pela estabilidade, tanto em solugfio aquosa
como em 4cido, mantendo as mesmas caracteristicas e, nomeadamente, a actividade
Sptica, ap6s alguns dias em solucfio, o que, alids, também se verifica para os outros

is6émeros deste complexo.

A atribuicdo da configuragio absoluta aos quatro isémeros 6pticos do composto

[Co(L-ala);], inicialmente feita apenas com base no sinal da banda de menor energia do

respectivo espectro de DC, foi posteriormente confirmada quando a estrutura cristalina

de um dos isémeros deste composto, o A-(+)-a-[Co(L-ala)s], foi determinada por

difraccio de Raios-X de cristal dnico [193].
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5.5 - Atribuicio de uma configuracio absoluta ao isémero do complexo

[Cr(I1.-ala)3] preparado neste trabalho

A atribuicio de configuracdes absolutas com base em caracteristicas
espectroscdpicas, especialmente de DC, estd bem documentada na literatura para alguns
grupos de compostos de Co(lll}, nomeadamente para os a-aminocarboxilatos deste
metal [173,175], mas para complexos de Cr{lIT) do mesmo tipo, o assunto nio foi ainda
convenientemente explorado. Enquante que no caso do cobalto(III), tém sido isolados
todos os diasteroisdmeros possiveis, no caso dos complexos de Cr(IIT) andlogos, apenas
se tem obtido um tnico isdmero, o que sugere que a formacio destes complexos é
estereoespecifica {157,186 ]. Deste modo, o nosso objectivo foi identificar qual(is) o(s)
isémero(s) que se obtém na preparacio do complexo [Cr(L-ala);] e gual(is) a(s)

configuragio(fes) absoluta(s) que lhe(s) pode(m) ser atribuida(s).

A predominfncia da cada isémero resultante da sintese de [Cr(L-ala)s], tem a
ver com a respectiva solubilidade, num dado solvente. A quase total insolubilidade em
agua, comum ao(s) produto(s) obtido(s) destas sinteses, Tabela 5.1, parece, 2 partida,
favorecer a formacio, ou, pelo menos, a predominincia de um dnico tipo de isémero,
de cor rosa, o isémero facial A-B(+)-{Cr(I.-ala)3], como veremos mais adiante (Secgéo
5.5.2). Uma vez que os isdmeros mais insoldveis do composto semelhante de Co(IIT),
sdo os de estrutura facial e, em particular, o A-B(+)-[Co(ala)z] e sendo este dltimo
isdmero isomorfo do composto de Cr(IIl) aqui preparado (por comparagio entre
difractogramas de Raios-X de pd, que também obtivémos), ambos deverdo, em
principio, apresentar estruturas anilogas [ 157]. A insolubilidade deste tipo de isémeros
pode ser atribuida a forgas intermoleculares particularmente fortes, as quais dependem
directamente da sua estrutura. Hé, por exemplo, estudos com compostos do mesmo
tipo, com aminodcidos possuidores de grupos metilo em posicSes diferentes, para os
quais, & medida que as interacgBes através de ligacSes de H se tornam menos

acentuadas, a respectiva solubilidade aumenta {184].
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A identificagio de isémeros de compostos de coordenacfo de Cr(I1l) é feita, em
geral, por comparagio das respectivas caracteristicas espectroscopicas (de DC, em
particular), com as de compostos de Co(Ill} andlogos. Devido & simetria especifica de
cada tipo de is6émero, alguns dos aspectos dos espectros electrénicos, de dicroismo
circular ou de infravermelho, permitem, pelo menos em primeira aproximacéo,
distinguir entre si os 1sémeros dos complexos com aminodcidos bidentados do tipo
trisquelato [157,184-186]. Neste trabalho, foi possivel fundamentar ainda methor a
atribuiciio da estrutura do isémero de {Cr(L-ala)s], por se dispdr de informacio de
difracgdo de Raios-X, que possibilitou uma discuss@o aprofundada da relagio entre a

simefria e as propriedades dpticas.

5.5.1 - Isomerismo em complexos octaédricos do tipo trisquelato: breves

consideractes de simetria

Quando irés moléculas de um aminodcido se coordenam a um catifio metdlico,
dando origem a um complexo trisquelato de geometria octaédrica, € possivel obter dois
tipos de isdmeros geométricos: & {cis,trans) e B {cis,cis), podendo cada um deles, por
sua vez, apresentar-se sob a forma de duas configuracSes absolutas opostas (A ou A)

(Esquema 5.1).

’f
r s
o = ¢18, trans = meridionais o =trans(+)=A
Isémeros {violeta) o = trans(+) = A
[M(aa)z] < . . . < :
geométricos | B = cis, cis = faciais B =cis(+)=A
(rosa/vermelho) B =cis(-) = A
\ \

Esquema 5.1 - DesignagOes comuns, equivalentes, para os quatro isdmeros Gpticos dos complexos, do
lipo tisquelata, [M(aa)3]; M = Co(III} ou Cr(Ili); aa = c-aminodcido bidentado; os simbolos (+) e (-)
referem-se ao sinal da banda dominante, na regifio visivel, em DC [173,185]; as cores dos diferentes

isémeros sdo semelhantes para os complexos dos dois metais

Os isémeros do tipo facial, B, cis(+) e cis(-), t&m trés eixos de rotacio ternérios,
pertencendo, portanto, ao grupo de simetria C3, enquanto que os do tipo o ndo possuem

eixos de simetria, sendo, por isso, do grupo Cj. Por exemplo, para complexos de
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Co(1II), de spin baixo, dS, com simetria octaédrica, e, de modo semelhante, para
complexos de Cr(III) andlogos, d3, as transi¢des electrénicas, permitidas por spin,

"desdobram-se" se a simetria baixar para Cs ou, ainda mais, para C; (Tabela 5.3).

Simetria Fransictes permitidas
Oh 1A, = T, + 10"
Cs IA—-1A 4+ 1E
C IA—=1A+ 1AL 1A

Tabela 5.3 - Transi¢des permitidas por spin, para complexos do tipo d®, ou analogamente para
complexos do tipo d3; #cada uma das transicSes do estado fundamental para estados triplamente

degenerados, em Op, dd origem a...em C3.ea..em Cy

5.5.2 - Relacio entre as caracteristicas espectroscopicas e a configuragio
absoluta dos isémeros de complexos de Cr(IlI) e de Co(II}) do tipo

trisquelato, com aminoéacidos bidentados

Como os espectros electrénicos dos isémeros do tipo «, meridional, apresentam
um desdobramento maior nas bandas de menor energia, em relagfo aos isdémeros tipo B,
faciais, é possivel, em principio, atribuir uma determinada estrutura ao composto, pelo
tipo de espectro apresentado. Por exemplo, para os compostos de Cr(IIf) com L-alanina
que foram preparados neste trabalho, a forma das bandas, nos espectros de DC, € a
mesma que a apresentada pelos complexos anilogos de Co(III) com estrutura f-facial,
embora os méximos de absorg¢do, no primeiro caso, estejam deslocados para

comprimentos de onda mais elevados {158,184,186].

Por espectrofotometria de IV, € também possivel distinguir os isémeros faciais
dos meridionais. Nos espectros dos isémeros de cobalto(lll), por exemplo, ha
diferencas, essencialmente, nas bandas de alongamento do grupo NHj>, na regido 3400-

3180 cm-! e na banda de tor¢io do mesmo grupo, entre 1600 e 1650 cm-1, que se
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apresenta desdobrada nos isémeros de tipo facial [184,186,192]. Comparando os
espectros de IV das vdrias amostras de [Cr{L-ala)3], Tabela 5.1, com os dos diferentes
isémeros do complexo andlogo de cobalto(Ill), apenas se observam semelhangas com

os do isémero facial B(-+) = cis(+), fazendo, por isso, prevér uma configuragdo do

mesmo tipo.

Normalmente, a atribui¢iio de configuragSes absolutas a complexos de Cr(III) €
feita com base na semelhancga entre os espectros de DC destes compostos e dos
compostos anédlogos de Co(IIl) e/ou ainda, por comparagiio com espectros de classes de
compostos cujas configuragdes absolutas foram estabelecidas por Raios-X [157,194).
Existe uma regra empirica que relaciona, em DC, o sinal da componente da banda de
menor energia na regido visivel, com a configuracio absoluta desse isémero [157,175].
Segundo o principio de que dnas moléculas, opticamente activas, com o mesmo tipo de
ligandos e com estruturas semelhantes, t&m a mesma configuragfio absoluta se
apresentarem efeitos Cotton do mesmo sinal na zona da transicio electrénica de menor
energia comum a ambas as moléculas, é-Thes atribuida a mesma configuragiio absoluta
[194-196]. N&o havendo desvios significativos da simetria C3, para complexos de
Co(llI) e de Cr(III) com ligandos andlogos, esperam-se, em DC, duas bandas de sinais
opostos, na zona da 1* transi¢fio permitida por spin, se as respectivas configuragdes
absolutas forem idénticas {175,194,197]. Para o isémero P(+) do complexo de Co(Ill),
em #ctdo (Ver Figura 5.6), sfo observadas duas das quatro transi¢Ses permitidas por
momento magnético para a 1° banda (Tabela 5.3), mas para a 2% apenas se nota uma
delas. No espectro em dgua € visivel s uma tinica banda em todo o espectro devido,
provavelmente, a razdes de solubilidade. Por outro lado, se para a 1* banda, de menor
energia, se verificarem as condi¢Ges da Tabela 5.4, isto €, uma banda de sinal (-)
seguida de uma banda positiva a configuraciio absoluta deste isdmero € do tipo A. E se
a ordem de energia dos termos, sinal das bandas, for inversa a anterior, a configuracio

sera do tipo A 5L,

31 Para a simetria C 3 hd um desdobramento trigonal do estado T excitado nos estados Ee A. ODC
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Transicéo Caracteristicas da Sinal da Amax/nm
transicio transicdo
IA = 1E 1 a0 cixo de simetria (+) ~ 550
ternirio
1A= 1A [l ao eixo de simetria Q) =485
terndrio

Tabela 5.4 - Sinais dos efeitos Cotton (bandas em DC) para cada transi¢do permitida em complexos de

Co(II1) do tipo trisquelato

Admitindo que a ordenagdo dos referidos niveis, no complexo [Co(L-ala)3], € a
mesma do complexo A-(+)-[Cr(en)s]*, para o qual a ordem e energia dos termos foi
identificada como A > E, os isémeros B(+) deste composto de Co(I1l) tém
configuragio A e os B -(-) configuracdo A, de acordo com 08 sinais das bandas dos
respectivos espectros de DC (Figura 5.6) [157,173,198]. No caso dos espectros dos

compostos de Cr(III) é necessdrio um outro tipo de explicagdo, como veremos a seguir.

A aplicagio da regra atrés referida tem tido resultados confirmados num elevado
ntimero de complexos de Co(IlI) e de Cr(Iti), do tipo trisquelato, como, por exemplo,
nas tris(diaminas) e tris(oxalatos) de ambos os metais [199] e ainda nos B.-dicetonatos de
Cr(I11) [175]. No entanto, hd excepgdes, sobretudo quando é aplicada comparando, em
simultineo, espectros em solugdo e no estado s6lido. Nestes dltimos, em geral,
constata-se o dominio de uma banda intensa, de sinal negativo, na regido de menor
energia, para praticamente todos os isémeros estudados de Co(Ill) com configuragdo A,
tal como para o complexo de Cr(IlI) com L-alanina sintetizado, que é isomorfo do
jsémero A-B(+)-[Co(ala)3]. Embora variados factores possam contribuir para estas
anomalias espectrais, em geral, elas sdo atribuidas, quase exclusivamente, a interacgdes

intermoleculares [157,200]. Segundo Gillard et al [157], a ndo aplica¢@o a compostos de

_servado na regifio da 1* banda, tem origem nas duas transi¢oes do estado fundamental para os estados E
¢ A. Quando se observa apenas uma banda (um sinal) na referida regifio, é sempre assumido que ela é

proveniente de uma transi¢io A - E [197]
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Cr(1II) da regra atras referida pode dever-se a:

i) em solugdo - aos solventes dcidos utilizados, que podem levar ac
aparecimento em solucdo de cutras espécies de simetria mais baixa, as quais as regras
de selecciio do grupo C3 n#o sdo aplicdveis, ndo podendo as respectivas configuracdes

absolutas ser deduzidas desta maneira.

ii) no estado sdlido - a altera¢Ses nas energias relativas dos niveis A ¢ E no
1sémero monomeérico, isto €, o espectro de DC poderi ser o do cristal em vez do da
molécula. Neste estado fisico sdo possiveis unidades nZo monoméricas, resultantes da

associacdo molecular por ligacSes de H ou por ligagBes tipo ponte.

A amplitude das bandas de DC e, por isso, o sinal da banda dominante na zona
de menor energia, sdo dependentes do solvente. Para o isémero A-B(+)-[Co(ala)z], em
H,S04 50% o sinal € positivo e no estado sélido é negativo. No isémero A -B(-)-
[Co(ala)3] acontece o inverso, assim como no isémero A-B(+)-[Rh(ala)s], insoldvel em
dguna, para o qual s3o diferentes todos os espectros de DC no estado sélido, em H>SO4
e em CF3COQH [157,201]. Os vdrios solventes podem causar solvata¢Ges dissimétricas,
originando, por exemplo, distor¢cbes nos dtomos dadores ou nas ligagdes de H. A
solvatacdo, nalguns casos, pode mesmo causar inversio de sinal [173,202]. Os espectros
no estado sélido poderdo, assim, ser aqueles que fornecem uma base de interpretagéo
da estrutura dos compostos mais aproximada da realidade [198]. Deste modo, a relacdo
"regra simples - actividade optica - configuracdo absoluta" pode n#o ser sempre

aplicdvel.

A literatura € praticamente unfnime em afirmar que apenas se formam
complexos de Cr(II) com o-aminodcidos, do tipo trisquelato, com estrutura facial
[157,175,184,185]. A tinica estrutura de tipo meridional, proposta por Israily {158,203 ] para
o complexo de Cr(II1} com glicina, o mer-[Cr(gly)s], foi posteriormente identificada
[157] como sendo afinal o dimero [Cre(gly)4(OH)2]. Mais recentemente, Hoggard et al

[204] afirmaram ter obtido o isémero a do complexo [Cr(gly)s], baseando-se em
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caracterfsticas espectroscépicas, embora essa estrutura ndo tenha sido confirmada

cristalograficamente.

Considere-se, agora, o complexo de Cr(lII) com L-alanina. Embora a maioria
dos autores tenha atribuido a este complexo, por analogia com o isémero A-B{+)-
[Co(ala)s], a configuracBo absoluta A (sinal (+) da banda dominante no Vis)
[157,184,185], Gillard et al [157] constataram contradigBes entre os espectros no estado
sélido e em dcido. Minor et af [175], por sua vez, também referiram anomalias nos
espectros deste composto, em dgua e em Acido, mas contornaram o problema admitindo
a existéncia de dois isémeros distintos, um soliivel em dgua e outro apenas em dcido,
com sinais da banda dominante em DC, (+) e (-), respectivamente. Na tentativa de
identificarem aqueles dois isdémeros, compararam os seus espectros de Raios-X de pd
com os dos quatro i1sémeros de [Co(l-ala)s], verificando que o do isémero A-B(+) era
semelhante ao do isémero de Cr(III) insoltivel em dgua, mas que o difractograma do
isémero soliivel ndo apresentava qualquer semelhanga com nenhum dos de Co(III).
Partindo do principio de que compostos isomorfos t€m a mesma configuracio absoluta,
atribufram ao isémero de Cr(IIl) insolivel em Adgua, a configuracdo A-B(+) e ao
soliivel, com sinal (-) dominante, uma quiralidade oposta ao primeiro, portanto uma
configuracdo A, embora o seu espectro nido fosse semelhante a qualquer dos dos

isémeros de Co(I11).

Comparando os resultados anteriores com os obtidos neste trabalho para os
compostos de Cr(IIl) com L-alanina sintetizados por varios métodos (Tabela 5.2),
pensamos que, no caso de Gillard et af [157], as contradicBes espectrais encontradas
advém quer de nfo se conhecer o espectro do composto em solugfo aguosa, por, até
essa data, ele ser considerado totalmente insolivel nesse solvente, quer pelo espectro
em 4cido ter, muito provavelmente, sido registado algum tempo apds a dissolucédo do
complexo, tendo, portanto, sido negligenciada a sua hidrélise rdpida em dcido (Figura
5.4). Quanto a Minor ef al [175], os isémeros "insoldvel” e "solivel" parecem-nos ser o

mesmo, este ltimo eventualmente contaminado com oufra espécie diferente que
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justifique as diferengas encontradas nos difractogramas. Os espectros de DC, tanto do
isémero "soluvel” em dgua como do "insolivel” em &dcido, sdo concordantes com os
dos espectros, nos dois solventes, dos compostos que prepardmos, tendo, além disso,
sido também constatada a instabilidade destas espécies em solugdo (Secgdo 5.3.4).
Estes factos apontam, pois, para que os compostos por nds preparados sejam idénticos

aos obtidos por estes autores [157,175].

Contudo, mantém-se a contradi¢fo entre o sinal da banda a menor energia e a
configuracio absoluta do complexo. A identificaciio das transi¢des de menor energia
em trisquelatos de Cr(IlI), isto &, a ordenacéio da energia dos termos A e E, tem sido
alvo de algum debate | 194,205}, sabendo-se, por exemplo, que a ordenagio daqueles
termos & diferente (inversa) nos complexos de Cr(IIl) [Cr(en)3]3* e [Cr(ox)3]>~
Consequentemente, o sinal da componente E que estd, em principio, relacionado com a
configuragdo absoluta do complexo tem de ser determinado com cuidado [157,194].
Como, neste caso, um dos isdémeros de Co(Ill) € isomorfo do complexo de Cr(I1l), pode
sugerir-se que ambos tenham configuracdo A-f(+), tanto mais que os respectivos
espectros de DC no estado sélido apresentam o mesmo padrdo. Sendo assim, os
espectros de DC do complexo de Cr(Ill) sdo consistentes com uma ordenac¢io dos
termos A seguida de E, tal como se verifica no A -tris(oxalato)cromato(IIT)

[190,194,206,207], 0 que explica a constincia do "padrdo” (-)/(+)/(-) nos dois solventes e

no estado sélido.

5.6 - Sintese e caracterizacfio de complexos de Cr(Ilf} com L-leucina, L-isoleucina

e L-valina
5.6.1 - Introducio

O estudo efectuado com o complexo [Cr(l-ala)]3 foi estendido a compostos de
Cr(1IT) com outros aminodcidos do mesmo tipo. Para tal foram sintetizados compostos

de Cr(III) com L-valina, I.-leucina e L-iscleucina.
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Pretendeu-se, como primeiro objectivo, optimizar as condigdes de sintese
daqueles compostos, ji que na literatura néo existe uniformidade nem guanto ao
método de preparagio, nem quanto A composi¢io qufmica e 3 estrutura dos sélidos
assim preparados. Destas sinteses, em condig¢fes experimentais aparentemente muito
semelhantes, podem obter-se diferentes tipos de complexos, tais como trisquelatos,
bisquelatos mistos ou dimeros, além de misturas com composi¢des variadas, dificeis de
separar ¢ de purificar devido 4 sua marcada insolubilidade [184-186]. A respectiva
caracterizacio estrutural pode tornar-se, por isso, bastante problemdtica, j4 que,
associado A probabilidade de formagfo de misturas e & falta de cristais adequados para a
determinagfo de estruturas cristalinas por Raios-X de cristal dnico, hd ainda a ter em
conta o paramagnetismo do Cr(IIl) que torna impossivel a obtengio de informacio
estrutural por técnicas de RMN. A abordagem usual para estes casos traduz-se,
normalmente, na identificagido de aspectos estruturais com base em resultados de
analise elementar destes compostos e na comparacio de dados espectroscépicos,
nomeadamente de DC, com dados de compostos de Cr{III) conhecidos ou de
complexos andlogos de Co(lll), os quais, de um modo geral, sio mais faceis de
preparar ¢ de isolar [157,186,202]. Uma vez que, na sua quase totalidade, estes
compostos apresentam actividade Gptica, afigurou-se-nos importante tentar relacionar
e/ou racionalizar as suas caracteristicas espectroscdpicas de DC com proviveis
estruturas. A determinacfo da estrutura cristalina de um complexo novo de Cr(I1l) com
L-valina que, de algum modo, poderia ter ajudado a atingir esses objectivos, foi

infrutifera perante o conjunto de resultados obtidos.

Os problemas referidos levaram-nos a aplicar ao estudo destes compostos, com
sucesso € pela primeira vez, a Espectrometria de Massa e, em particular, a técnica de
ionizagio por bombardeamento com 4tomos rdpidos (FAB). A aplicacfo desta técnica
permitin identificar trés novas estruturas e confirmar todas as que tinham sido propostas
para compostos resultantes das sinteses de Cr(III) com L-valina, L-leucina e L-

isoleucina (trisquelatos), incluindo a do novo complexo de L-valina, cuja estrutura foi,
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entretanto, determinada, assim como também a estrutura do complexo com L-alanina

[Cr(1-ala)ls, discutida nas Secgdes anteriores. :
562 - Preparacio e caracterizacio dos compostos

A sintese de complexos de Cr(III) com aminodcidos do tipo a-aminocarboxilico
estd descrita na literatura por vérios grapos de investigadores [184-186]. Oki e al, em
particular [184,185], sintetizaram, de modo sistemdtico, um grande nimero destes
compostos e tentaram relacionar as caracteristicas espectroscopicas / estruturais dos
produtos obtidos com o método de preparacio (reacciio no estado sélido ou em
solugdo), ou com o solvente utilizado na recristalizagio [185], o que lhes permitiu
apresentar previsdes quanto i obtencdo de complexos do tipo tris(bidentado) oun
complexos mistos, isto €, com alguns dos ligandos actnando de forma bidentada e
outros como monodentados, além de algumas moléculas do solvente poderem também

estar coordenadas.

FForam preparados alguns complexos de Cr(fIl} com os a—aminodcidos referidos
pelo processo descrito na Secgio 5.2 (com L-valina e L-isoleucina} ¢ também por
alguns dos métodos descritos na literatura (com L-leucina e L-isoleucina) (Ver Capitulo
7 - Secgdio C). Todavia, apesar das tentativas de reproduzir estas sinteses em condicdes
experimentais aparentemente idénticas, a preparacio de sélidos com caracteristicas
reprodutiveis e, sobretudo, sob a forma cristalina, apresentou-se bastante diffcil.
Exceptuou-se o composto obtido de uma das sfnteses com L-valina, um sélido
cristalino, cuja estrutura foi posteriormente estabelecida. O comportamento em solug3o,
de muitos destes complexos, os quais, na maioria dos casos, podem sofrer reacgdes de
decomposicio (hidrdlise) com relativa facilidade, pode ser a causa de algumas das
discrepéncias encontradas nos produtos resultantes. A titulo de exemplo, a Tabela 5.5
demonstra, em relagfo aos compostos de Cr(IIT) com L-valina, a variedade de produtos

que tém sido propostos pelos virios autores, em condigBes experimentais semelhantes.
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Condicdes experimentais Caracteristicas dos compostos
preparados
Cr: Reagentes de Método de Cor Farmula proposta Ref
Valina |  partida preparacio
1:3 L,D-valina Reacciono | aistis pipum [Cr{OH){val)2}3.2H20 [B3
[CrNHa)elt | estado sélido | dao
_— L,D-valina em solugiio | cristais [Cr(OH)(val)2]2.2H20 "
[CrNHz)e]* plirpura
1:3 L-valina em solugdio | cristais rosa {Cr(val)z(valO)(NHz)].2H,0 "
[Cr(NH3)s I+
1:3 L-valina em solugao | cristais rosa {(+)-[Cr(val)3].3H20 "
[Cr(NE3)6] sélido
. [Cr(val}o(valO-)(NHz}].2H2 O
purpura
ou [Cr{(OH)(val)2]2.2H20
1:2 {L.valina em solugdo | aiswis pipua) [Cr(L-val)2(OH)}H20]2.H20 | 1y
CrClz gH2O dem
1:4 {L-valina em solugio | aists [CrL-val) 2(val CH)o INO3. 6 FhO o
CNOR)3 B0 vemelhcs

Tabela 5.5 - Compostos abtidos na sintese de complexos de Cr(Iil) com L-valina

5.6.2.1 - Sintese e caracterizacfio estrutural de um novo complexo de

Cr(III) com L~-valina

O complexo [Cr(I.-valO~)a(L-valOH);INO3.6H>O foi sintetizado por um
método andlogo ao descrito na Secgfo 3.2, tendo sido isolados cristais de cor vermelha,
com forma hexagonal. Os detalhes da preparacio e os dados cristalogrificos deste

~ compostoS-2encontram-se descritos no Capitulo 7 - Secgdo C.

A andlise estrutural deste composto demonstrou a féormula molecular a seguir
indicada, [Cr(L-valO-)o(L-valOH)>]NO5.6H20, correspondente a férmula empirica
CrCooHs4N5017. Os resultados analiticos referentes &s percentagens em C, H, N ¢ H20

encontradas, foram os seguintes: { % calculadas para aquela férmula empirica, entre

5.2 A estrutura cristalina deste composto foi resolvida pelo Grupo de Cristalografia do Departamento de
Quimica, do Queen Mary and Westfield College da Universidade de Londres [208]
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paréntesis): % C 34.40 (34.88); % H 7.65 (7.90); % N 9.91 (10.17); % H,0 16.81
(15.70). Na estrutura cristalina foram localizadas apenas seis moléculas de dgua de
cristalizacfo, apesar do contetido em 4gua, determinado por termogravimetria, apontar

para um valor mais préximo de 6.5 moléculas de dgua por dtomo de crémio.

Na Figura 5.7 mostra-se vm diagrama molecular com a estrutura do 180
complexo [Cr(L-valO-)2(L-valOH), ]+, conjuntamente com o esquema usado na
numeracgio dos atomos. A estrutura deste 140 caracteriza-se por uma coordenagio
octaédrica distorcida, com os dois dtomos de N dos ligandos bidentados em posigio
trans e os dois idtomos de O dos ligandos monodentados em posicio c¢is. O plano
equatorial € formado pelos dtomos de oxigénio Oz e O3” de grupos carboxilato de duas
valinas monodentadas, na forma L-valOH, e pelos dtomos de oxigénio O e O de dois
grupos carboxilato de duas valinas na forma L-valO-, bidentadas. A coordenagfio 6 é
completada pelos dtomos de azoto Nj e Ny~ das duas valinas na forma L-valO-. O
Angulo entre os dadores axiais ¢ de 165°, mais pequeno do que o valor esperado para
uma geometria octaédrica ideal, de 180°. A interacgdo estereoquimica entre 0s grupos
metilo de uma valina monodentada e de outra na forma bidentada pode ser responsdvel
pelo valor daquele Angulo e pela "nfo cristalizagiio” de um cristal do tipo trisquelato,
devido ao "volume" ocupado pelos grupos metilo no "ambiente" de coordenagiio do 1o
metdlico. Esta estrutura cristalina invulgar € a primeira conhecida para complexos de
Cr(IlI) com a-aminodcidos, em que, exclusivamente, ligandos idénticos se encontram

coordenados a um mesmo centro metdlico, nas formas bidentada e monodentada,

Na Tabela 5.6 apresentam-se as distincias e os comprimentos de ligagdo para a
esfera de coordenacio do crémio. Os comprimentos da ligagio Cr-O dos dtomos de O
relativos tanto aos grupos carboxilato quelantes como aos monodentados sdo muito
semelhantes. Por exemplo, o comprimento das ligacSes Cr-O7 e Cr-Oz € de 1.955(4) e
1.964(4) A, respectivamente, enquanto que o comprimento da ligacio Cr-Nj é de
2.062(4) A. Estas distancias sdo comparaveis as observadas em complexos de Cr(III)

octaédricos com outros aminodcidos e péptidos { 148,209-211].
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Figura 5.7 - Esquema da estrutura cristalina do complexo [Cr(L-valO-)z(L-valOH) 2 [NO3.6H» O

Comprimentos de ligagﬁo(zi) fingulos de ligacdio (°)
Cr-01 1.955(4) 0{-Cr-03 172.6(2)
Cr- 03 1.964(4) 0;-Cr-Nj 813(2)
Cr-Njy 2.062(4) 03 - Cr- Ny 08.5(2)
Nj -Cr-Nj~ 165.9(3)

Tabela 3.6 - [Cr{L-valO-) 2(L-valOH) 2 INO3.6H - O: alguns comprimentos e dngulos de ligaco, (esfera de

coordenacio do crémio) [208]

A referida estrutura cristalina pressupde uma esfera de coordenagZo com
configuracio absoluta do tipo A, embora os espectros de DC do composto, tanto em
solugdo como no estado sdlido, nfo estejam, de novo, em concordincia com este facto.
Tal como se observa na Figura 5.8 (Ver também Tabela 5.7, na qual se compilaram as
caracterfsticas espectroscépicas deste complexo), tanto nos vérios selventes como no
estado sélido, os espectros de DC sdo dominados, na regifio Vis a maior comprimento
de onda, por uma banda de grande intensidade com sinal negativo. Este "padrio”

espectral em DC faria prever uma configuracfio oposta, isto &, do tipo A, o que pode,
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Figura 5.8 - Espectros de DC de [Cr{L-valO-)2(L-valOH) 2]NO3.6H2 O (ver legendas na figura)

uma vez mais, ser explicado nos mesmos termos jd utilizados para o complexo P

[Cr(1.-ala)3], Secgdo 5.5.2. Naquele composto, a ordenagio da energia dos termos

espectroscépicos, A e E, pode, provavelmente, ser a que corresponde a do amnido

complexo A-tris(oxalato)cromato(1ll) e ndo & do A-tris(etilenodiamina)cromio(1lI), nos

quais a energia daqueles termos apresenta uma ordenagéo inversa, apesar de ambos

terem a mesma configura¢io absoluta [190211].

O comportamento em solugfio deste composto, tanto em solugdo aquosa como

em 4cido, tem caracteristicas andlogas ds do complexo [Cr(IL-ala)s] (Secgdo 5.3.4). Por

UV/Vis, ao longo do tempo observa-se um deslocamento dos méximos de absorvéncia

para maiores comprimentos de onda, com diminui¢io da intensidade das bandas. Por

DC, em solugiio aquosa, os espectros vdo apresentando uma actividade éptica cada vez

menor, embora esta diminuicio seja muito mais lenta quea verificada no complexo
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UV/Vis DC
Amgx /am; Condigdes Amax /nm; Condigdes
{(s/mol” Lam3em ] experimentais Ae / mol~ldm3em! experiinentais

390(+0.24}) 470(-0.07) | cm pastilha de KBr;
330 508 Reflectiincia 522(+0.59) 587(1.00) intensichdes eatives s
bondss am %

solugiio aquosa 385(-0.15) 510(+1.00) | Solugio aquosa (cspodtm

387.5(87) (espectro imediato) | 580(-0.97) mediag); intensidades
517 (69) maihves ds bonds em %
390 (37) solug® aqos(2 hoes | 395(-0.05)  474(-0.12) Solugiio aquosa (1.5
523 (46) cepois drdissdugio) 526(+0.35) 591¢(- hors apds dissclugin)

0.71)

370(+0.10) 404(-0.07) DMSO; As em
— - 492(-0.72)  538(+0.15) | unidades arbitririas

598(-0.10)

Tabela 5.7 - Caracteristicas espectrosedpicas do complexo [Ci(L-valO-)o (L-valOH) 2 INO3.6H2 O

O comportamento em solucdo deste composto, tanto em solugdo aquosa como
em Aacido, tem caracteristicas andlogas as do complexo [Cr(L-ala)3] (Sec¢ao 5.3.4). Por
UV/Vis, ao longo do tempo observa-se um deslocamento dos méximos de absorvancia
para maiores comprimentos de onda, com diminui¢iio da intensidade das bandas. Por
DC, em solugio aquosa, os espectros vao apresentando uma actividade Sptica cada vez
menor, embora esta diminui¢iio seja muito mais lenta que a verificada no complexo
[Cr(L-ala)3]. Em 4cido, os espectros evoluem para um "padrio” simétrico ao dos
obtidos imediatamente ap6s dissolugao. Estas observagdes pressupdem, de novo, que a
espécie em solucio participa em reacgdes de hidrélise e de substituigho que levam a

alteragBes na sua estrutura e consequentemente na sua actividade éptica.
5.6.2.2 - Sintese e caracterizaciio dos restantes complexos

Os compostos resultantes das sinteses de Cr(IlI) com L-valina (1), cristais de

cor vermelha, I-isoleucina (2), sélido roxo-piirpura, ambos preparados segundo o
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método da Secciio 5.2, com L-leucina (3), sélido rosa, e com L-isoleucina (4), sélido
rosa, segundo Oki ef al [184], foram estudados com mais detalhe, na tentativa de
comparar as suas caracteristicas espectroscépicas com as de complexos de Cr{III} com
estrutura conhecida e com resultados da literatura para complexos com 0s mesmos

ligandos.

Os resultados das andlise elementares efectuadas aos referidos compostos, com
excepcdo do composto de L-valina (1), nio permitiram esclarecer, de maneira
inequivoca, qual a sua composi¢io quimica. Estas dificuldades podem ter sido devidas
a uma eventual contaminacdo dos sélidos, quase sempre obtidos sob a forma de pds,
por coprecipitagdo ou adsorgdo de 4gua (alguns dos termogramas indicam a presenca de
dgua que ndo € de cristalizago), de ligando usado em excesso, de nitrato de sédio ou de
potdssio (em alguns casos, % de N inexplicavelmente elevadas) provenientes do sal de
crémio e do hidréxido utilizado na neufralizagfo da mistura em reacgio, quando da
sintese dos compostos e também 2 provdvel formagio de misturas (Ver Capitulo 7 -

Secgdo C).
5.6.3 - Caracteristicas espectroscépicas

Os espectros de UV/Vis dos referidos compostos sfo caracterizados, na regido
visivel, por duas bandas com intensidades aproximadas, nfo sendo suficientemente
distintos para permitirem estabelecer conclusdes acerca do ambiente de coordenacio de

cada composto ou mesmo distinguir eventuais diferencas entre eles.

A espectroscopia de infravermelho, por sua vez, embora permita,
essencialmente, obter informag#o acerca da coordenacgfo, ou nfo, dos grupos dadores,
carboxilatos ou amina, também n#o foi sufucientemente conclusiva, pois tudo aponta

para que todos os compostos sejam constituidos por misturas.

Pressupondo que compostos com estruturas idénticas devem apresentar

espectros de DC semelhantes [157,175,185], a espectroscopia de DC, deveria, em
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principio, permitir obter resultados mais especificos em relacio i estrutura de cada um
dos compostos. Nesta base, a interpretagéio que foi possivel fazer-se a partir dos dados
espectrais de DC referentes as amostras estudadas apontou para trés conjuntos de
resultados: o primeiro, para o sélido de Cr(IIT) / L-isoleucina (4), o segundo, para 0s
sélidos de Cr(IIl) / L-valina (1) e de Cr(IIl) / L-isoleucina (2) e o terceiro, para o de
Cr(III) / L-leucina (3).

Assim, o composto de cor rosa de Cr(JIT) / L-isoleucina (4), podera possuir uma
estrutura facial, de tipo trisquelato, idéntica & que foi anteriormente identificada, por
métodos espectroscépicos, para o isémero de configuragdo A—§-cis(+) do complexo
[Cr(I.-ala)3] (Figura 5.9 - a e b) [157,184,185,190]. Para os compostc_)s de Cr(IlI) / L-
isoleucina de cor roxa (2) e o de Cr(Il) / L-valina (1), a complexidade dos respectivos
espectros de DC sugere estruturas menos simples (Figura 5.9-a ¢ b), com ambientes de
coordenacio diferentes, eventualmente semelhantes A existente na estrutura cristalina

que foi determinada para o complexo de L-valina (Figura 5.7) [208], ou entfo,

(a)-soluc@io aguosa

707
Ag
20
-30 7
)/ -leveina (3)
""""" Cr(lII)/L-isoleucina ()
Cr(H L -valing (1)
linha de base
-0 T T y T T T T
3400 400 506 600 700

¢. onda/mm



(b)-DMSO
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Fgura 5.9 - Espectros de DC em: (a)-solugiio aquosa; (b)-DMSO; (c)-estado sélido (pastilha de KBr);
[Cr{L-valO-)2(L-valOH)2]NO3.6H»O (1); Cr(IIl) + L-isoleucina (2); Cr(III) + L-leucina (3); Cr(II) + L.-

isoleucina (4) ; Ag: em unidades arbitrdrias (ver detalhes nas figuras)
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a existéncia de misturas. De igual modo por comparacio com a literatura [184,185], o
composto de Cr(III) / L-leucina (3) podera ser do tipo trisquelato, com configuragéo
oposta & do isémero A—f-cis(+)-[Cr(L-ala)z], pois apresenta um espectro de DC, em
solucdo aquosa, com apenas uma banda de fraca intensidade, com sinal negativo
(Figura 5.9-a). Aos espectros de DC obtidos no estado sélido (em pastilhas de KBr)

pode aplicar-se o mesmo tipo de consideragGes (Figura 5.9-c).

5.6.4 - Aplicaciio da Espectrometria de Massa, com ionizaciio por
bombardeamento com Atomos riapides (FAB) a complexos de
Cr(IIl) com o-amineacidos

"Embora, em Quimica Inorgénica, a espectrometria de massa possa ser utilizada
numa grande diversidade de situagdes, as informagtes mais imediatas que esta técnica €
capaz de fornecer séo as que se obtiém a partir de espectros de baixa resolucdo de um

" dado composto em particular”" [212]. Assim, os espectros de baixa resolucdo dos
complexos de Cr(IIl) com a-aminodcidos que t€m estado a ser estudados neste
Capitulo, ao mostrarem perdas sequenciais de anunoécidos, permitem estabelecer
relagBes entre aquelas perdas e as respectivas estruturas moleculares. Embora, na sua
quase totalidade, as amostras estudadas sejam, de facto, formadas por misturas, foi
possivel identificar alguns ides moleculares. Os resultados de FAB (bombardeamento
por atomos ripidos) para os compostos de Cr(IIl) com L-valina (1), L-isoleucina (2 ¢ 4)
e L-leucina (3) sdo apresentados na Tabela 5.8, assim como as tentativas de atribui¢io
das correspondentes férmulas moleculares.

A técnica de Dissociacdo Induzida por Colisdes (Collisional Induced
Dissociation), CID, foi utilizada no estudo da fragmentacio de todos os iBes
moleculares observados nos espectros de FAB. O espectro de CID de espécies
diméricas de Cr(IlI) com L-valina (1), por exemplo, Figura 5.10, mostra perdas
consecutivas de ligando. O facto de nfio ter sido possivel identificar nenhum pico
correspondente & espécie monomérica aponta para que, em FAB normal, o espectro

deva corresponder a, pelo menos, dois ides moleculares diferentes.
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Figura 5.10 - Espectro de CID da espécie dimérica de Cr(lI} com L-valina

Os espectros de massa (FAB) do composto com L-valina (1), Tabela 5.8,
mostram que 1o composto sintetizado estfo presentes duas ou trés espécies diferentes.
Ao pico com m/z 918 foi atribuida a férmula molecular [Cro(l-valO-)2(I-valOH)s] .
Este ido complexo sofre perdas sequenciais de ligandos L-valina, com redugio de
Cr(IIT) a Cr(Il) durante o processo, originando, provavelmente, [Cro(L-valOH)]+. O ido
de férmula molecular [Cr(L-valO-)2(L-valOH);] T, com m/z 518, cuja estrutura
cristalina foi previamente estabelecida por difrac¢io de Raios-X de cristal dnico,
fragmenta-se com perda de um ligando formando o ido [Cr(l.-valO-)(L-valOH)I*,
com m/z 401.

Por sua vez, o espectro de CID do ido [Cr(L-valO-)2(L-valOH) ]+ apresenta
pouca fragmentagio. A partir da abundéncia relativa do i8o com mv/z 401, [Cr{L-valO-
)2 (L-valOH)IT, e da baixa fragmentagio do ido com m/z 518, pode admitir-se que o
primeiro € um 130 molecular.

Os dados para os compostos com L-leucina (3) e L-isoleucina (2 e 4)., Tabela

5.8, mostram que estes dois ligandos se cooredenam ao crémio do mesmo modo.
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Perdas m/z Férmula molecular Abundancia N° oxid, &0
de massa relativa {%)
[ 918 [Cra(]-valO-) 5(L-valOH) 2T+ 1.20 Cr(lID)
117 L 801 [Cra(L-valO-) 5(L-valOH)1* 3.64 Cr(1D)
[..
117} '. 684 [Cra(L-valO-) st 12.53 Cr(IiD
-116L |, 568 [Cra(L-valO-) 41" 12.25 Cr(lll) e |
T Crn
fas| 518 [Cr(L-valO-)2(L-valOH) T+ 39.85 Cr(lll
1R 452 [Cra(L-valO-)3T* 435 cr(in
Bl a1 | 1Ciivaoyivaomt 100,00 Cr(im)
—116;;.' 285 [Cr{L-valO-(L-valOH] * 73.68 Cr(ll)
g8y 317 [Cr(L-aia)3+H]* 4.09 Cr(IlD
|
v 279 [Cr(L-ala)p+H]* 3.59 Cr(ID
g8
;, 141 [Cr{L-ala)+H]* 2.59 Cr(D)
r88
;f 52 ot 1.11 Cr(T)
leu(3) isol(2) isol{4)
754 [Cra(LigO-)s1+ 13.80 7.34 22.26 Cr(lih
[130
l/ 624 [Cro(L-igO-)4]" 1093 7.96 2039 cxllD e
[ Cr(ID)
lf—ls’O 494 [Cro(L-ligO-)33+ 13.97 1072 14.15 crin
r 11304 443 [Cr(L-ligO-)3+H]* 24.85 25.12 38.60 Cr(III)
;;130, 364 [Cra(LligO)oT 0.60 438 526 Cr(Il) e
i T | Cr(D)
g R IETE [CHLAigO) o+ H]™ 3690 3177 43.49 Cr(n
4 234 [Cra(L-ligQ-)1+ 1000 28 2.7 o)
%130 183 [Cr(L-ligO-)+H] 1139 374 7.54 cr()
52 ot 40.68 64.47 48.41 Cr(D)

Tabela 5.8 - Esquemas de fragmentagao (a partir de espectros de FAB) dos compostos de coordenacfo de

Cr(IIT) com I.~valina (1}, L-isoleucina (2 e 4}, L-leucina (3} e L-alanina
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casos, ocorrem perdas sequenciais dos ligandos L-leucina, ou L-isoleucina, com
sucessivas reducdes, por processos de um tinico electriio, de Cr(1Il) a Cr(I), podendo
identificar-se dois ides moleculares, correspondentes as estruturas [Cr[L-H)3]™,
monomérica, e dimérica, [Cra[L-H)s] T (L-H=ligando mono-desprotonado, mono-
negativo). Nas espécies diméricas, existe a probabilidade de que duas moléculas de
dgua, ndo visiveis nos espectros de massa, completem a coordenagio do crémio. Como
os dois compostos com L-isoleucina (2 e 4) foram obtidos por métodos diferentes e os
respectivos espectros de DC sdo substancialmente distintos (Figura 5.9-a, b e ¢), ndo é
de excluir a possibilidade de, nas duas amostras, cada espécie existir em diferentes
concentraces, uma vez que, nos respectivos.espectros de massa, a relagio entre m/z
754 e m/z 418 ¢ diferente.
Nos espectros de massa do compiexo de L-alanina, Tabela 5.8, apenas foi
identificada a forma monomérica correspondente & forma molecular [CrfL-ala)z+H]*.
Este composto sofre uma fragmentacio semelhante 34 da forma monomérica do

composto de L-leucina (3).

CrdIl) / o Meétodo de atribuicio
aminodcido Férmula molecular da estrutura Ref*
L-alanina [Cr(L-ala)s] UV/Vis; DC: IV [157185]
DC: EM E.t
L-valina [Cr(L-val)s] UV/Vis; DC; IV [184,185]
[CroT-val0) s(L-vaOH)AT  DC; EM Et
{CI'(L-VBIO-)’)(L-VEIOI_DZ]+ Difracgio de Ralos-X de Ei
aistal oo, DC; EM

L-leucina [Cr(L-leu)s] UV/Vis: DC; IV [184-186]
[Cro(L-lew st DC; EM Et

L-isoleucina [Cr(L-isoleu)s] UV/Vis; DC; TV [184-186]
{Cro{L-isoleu)stt DC; EM Et

Tabela 5.9 - Métodos de caracterizaglo de diferentes estruturas para compostos de Cr(Ill) com o

aminodcidos



Cap. 5 — c-Aminocarboxilatos de Cr(IIl) —— 175

Em resumo, para os compostos de Cr(IIT) com c-aminodcidos estudados, foram
confirmadas, por Espectrometria de Massa, cinco estruturas ji apreseniadas na
literatura para os mesmos compostos e foram propostas outras trés, que nao tinham

anteriormente sido descritas, Tabela 5.9.

O resultado mais inesperado deste estudo foi o obtido para o composto com I.-
valina (1). A estrutura cristalina proposta a partir de resultados de difracgfo de cristal
tinico, corresponde apenas a um dos dois compostos identificados por EM. Na amostra
sélida, de onde foi seleccionado o cristal com a referida estrutura, hd também que
considerar uma outra espécie, a qual, correspondendo a um dimero da primeira, ndo da

origem a resultados distintos na anilise elementar.
5.6.5 - Espectrometria de Massa e Dicrofsmo Circular

Todas as amostras sélidas estudadas revelarem ser formadas por misturas, que,
além da espécie tris(bidentada), contém outros compostos com estruturas do tipo
bis(quelato) e/ou estruturas diméricas. Pelo menos aparentemente, as duas amostras de
Cr(IIT) com L-isoleucina (2 e 4), contém o mesmo tipo de compostos. A andlise por EM
do complexo [Cr(l.-ala)3] comprovou a presenca de uma estrutura tris(bidentada), o

que confirma o que era esperado a partir de resultados espectroscépicos [ 190].

Se todas as sinteses efectuadas deram origem a misturas, com excepgio do caso
do complexo com L-alanina, a interpretacio dos espectros de DC pode levar a
conclusdes erradas. Mesmo que uma dada espécie exista ern muito pequena quantidade
na amostra sélida, se ela tiver um coeficiente de absortividade elevado, como parece ser
o caso das espécies do tipo trisquelato, ela pode facilmente dominar o "padrio” do
respectivo espectro de DC. No caso da amostra de cor rosa de Cr{lIl) com L-isoleucina
(4), o que parecia ser um espectro de DC de um complexo trisquelato puro, com
configuragdo absoluta A—f-cis(+), dominado por uma banda intensa de sinal positivo,
Figura 5.9-a, pode, na realidade, esconder outras espécies com bandas negativas muito

menos intensas, como parece ser caracteristico de espécies do tipo bisquelato mistas,
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que t&m uma estrutura muito menos simétrica que a anterior [213]. No entanto, apesar
dos aspectos controversos, cinco das estruturas identificadas por EM j4 anteriormente
haviam sido propostas, apenas com base em resultados de anilise elementar e

espectroscépicos [214].
5.7 - Conclusdes

A caracterizacio espectroscépica do complexo [Cr(L-ala)z] por dicroismo
circular, em especial a partir do conhecimento do respectivo espectro em solucgdo
aquosa, permitin concluir da formagio esteroespecifica do isémero A-B-(+) deste
composto. Para esclarecer as dividas existentes quanto a correspondéncia entre a
configuragdo absoluta e o sinal da banda dominante, a comprimento de onda mais
elevado, nos espectros de DC deste composto, propds-se a inversio da energia dos
termos A e E como responsdvel pelas caracteristicas espectrais encontradas. Este
mesmo aspecto ficou também patente na configuracio absoluta atribuida ao complexo
de Cr(Ilf} com L-valina, cuja estrutura foi estabelecida por difrac¢do de Raios-X de
cristal Winico. A comparagio das caracteristicas espectroscépicas de outros complexos
de Cr(IIf) com ct-aminodcidos com as dos compostos com [-alanina e L-valina, numa
primeira aproximac#o, deveria permitir prevér o tipo de estrutura que thes deu origem,
embora uma explicacfo inequivoca esteja ainda longe de poder ser dada. A aplicagio,
pela primeira vez, da espectrometria de massa, FAB em particular, ao estudo deste tipo
de amostras permitiu identificar novas estruturas e comprovar outras j4 anteriormente

propostas a partir apenas de resultados de andlise clementar e espectroscépicos,

provando ser uma técnica a nfo deixar de ser considerada em trabathos futuros [214].

5.8 - Algumas consideractes sobre a estrutura e o comportamento de complexos
de Cr(III) com aminoicidos naturais relacionados com a acgfio biologica do

crémio

Em paralelo com o que, desde hd muito tempo, tem sido postulado quanto ao

papel desempenhado pelo crémio na inddstria de curtumes, ao estabelecer ligagBes por
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ponte entre os grupos carboxilato das cadetas de colagénio [205], talvez com excepc¢io
das espécies do tipo trisquelato, as estruturas atribuidas ao complexo de Cr{HI) com L.-
valina e as das outras espécies com L-leucina e L-isoleucina identificadas por EM, sio
as primeiras, para aminodcidos simples, a poder modelar aquele tipo de ligagdo.
Havendo grupos amina protonados pendentes em estruturas bem definidas, ou ligandos
capazes de formar pontes entre unidades diferentes, estas estruturas, embora pouco
comuns em compostos de cromio(IHII), t&ém, pelo menos potencialmente, capacidade
para interactuar com receptores em sistemas biolégicos, dando suporte & sugestdio de
que este ido pode promover a formacéo de "ligagSes-cruzadas" entre os seus complexos
e o ADN. Estes aspectos, ligados & constatagcio do caricter 1dbil / reversivel
demonstrado em solugﬁo,. nomeadamente pelo complexo de Cr(IIl) com L-alanina,
podem ter implica¢des importantes em termos da compreensio dos efeitos genotéxicos

deste elemento.
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0. Interaccio de compostos de

cromio com materiais biolégicos

6.1 - Introducio

No tema que tem vindo a ser desenvolvido ao longo desta dissertagio, as

caracteristicas biolégicas do crémio tém ocupado lugar de destaque.

O crémio é considerado um elemento vestigial essencial para os mamiferos e
para o homem, requerido no controle do metabolismo da glicose e dos lipi_dos, se em
quantidades subcitotoxicas [42]. Mas este elemento, se por um lado é considerado
essencial, por outro, pode actuar como um agente mutagénico e carcinogénico, se em
quantidades mais elevadas [1,11,41,72,215-219], o que se verifica, por exemplo, em
indistrias ligadas ao processamento do crémio, em que este elemento é conhecido ha

mais de 50 anos como causador de cancro pulmonar [41,42,215218].
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Sabe-se que o crémio entra facilmente nas células sob a forma de Cr(VI) (Ver
Capitulo 1 e Secgfio 6.2.1 deste Capitulo), aoc contrdrio do que se verifica com os
compostos de Cr(IIT) [10,41,72,218]. Enquanto o Cr(VI) é considerado a causa principal
dos danos celulares a nivel do material genético, esse papel ndo € normalmente
atribuido as formas trivalentes deste elemento, a menos que elas resultem da redugio
intracelular do Cr(VT) [63,72]. Naquele ltimo estado de oxidagfo, este elemento tem
possibilidade de formar complexos com biomoléculas, parecendo poder interactuar
entdo com as células e/ou seus componentes. No entanto, estudos mais recentes
apontam para uma maior facilidade de entrada de compostos de Cr(III) nos organismos
vivos, a qual, embora lenta, pode atingir niveis de crémio intracelular equivalentes a
sistemas compariveis de Cr(VI), ao fim de intervalos de tempo suficientemente
alargados. A possibilidade de certas espécies de Cr(Ill) poderem ter propriedades
toxicas, eventualmente semelhantes ds do Cr(VI) [11,54,220] é um aspecto a que nfoc se

pode deixar de prestar atengio.

Os intermedidrios produzidos na reducio do Cr(VI), nfio podem também deixar
de ser mencionados. A presenca de intermedidrios de Cr(V) foi primeiramente proposta
por Wetterhahn [221], para a reducio de Cr(VI) por microssomas, in vitro. Estudos
posteriores, também i vitro, demonstraram a sua presenca em reaccoes de redugdo de
Cr(VI} com outros redutores intracelulares [19,27,120,222-226]. E, recentemente, estes
foram também detectados em eritrécitos de embrides de frango, apds administracio de
dicromato de sédio [227,228] e em ratos, in vive [229]. Tem sido proposto que estas
tdltimas espécies possam ser as responsaveis pelos danos do ADN atribuidos ao Cr(VI)
[26,27,61,230]. Complexos de Cr(V), do tipo do bis(2-hidroxi-2-metilbutirato)
oxocromato(V) [89] ou um complexo de Cr(V) com uma teraamina imacrociclica [231]
ddo origem a "lquebras de cadeias de ADN" (DNA strand beaks) apds reagirem com
este material. O Cr(V) estd associado & formacéo de radicais livres, os quais, pela sua
grande reactividade, podem desempenhar papéis fundamentais nos processos associados

a toxicidade deste metal [11,27,152,230,232].



Cap. 6 - Interaccio com materiais bioldgicos 180

Os mecanismos propostos para explicar a reducdo de Cr(VI]), em meio neutro,
também t8m em conta os intermedidrios de Cr(1V), em paralelo com a formacido de
espécies de Cr(V). O Cr(IV) pode formar-se no inicio da redugfo, por um passo que
envolve dois electrBes, sofrendo dismutacio posterior e dando origem a compostos de
Cr(V) e de Cr(Ill) [24,99,233]. Estudos muito recentes, in vitro, indicam que, ndo sé o
par redox Cr(VI)}Cr(V) pode actuar como dador / receptor de electrBes capaz de
produzir espécies reactivas de oxigémio, como esse papel também pode ser

desempenhado pelo par Cr(III)/Cr(II) [226,234].

A reducio intracelular do Cr{VI) continua a ser considerada um factor chave
para compreender os cfeitos genotéxicos e mutagénicos associados a compostos de
crémio. Utilizando material biolégico de natureza diversa, tém sido efectuados muitos e
variados estudos, os quais, fundamentalmente, se t&m centrado na interacgfo de
compostos de Cr(V]) e/fou de Cr(III) com células e/ou material genético [55,68,235-238].
Em muito menor quantidade e mais recentemente, a literatura tem também feito
referéncia a trabalhos sobre interacgdes directas entre componentes celulares e
compostos de coordenacio de Cr(Il), ndo resultantes da redugfo intracelular do Cr(VI)

[54,55,72,152,220,232,235].

O objectivo do presente Capitulo foi proceder a um estudo sistemdtico da
interacgio de nicleos isolados (sistema aberto, possuidor de membrana) com
complexos de crémio(lll), nomeadamente, complexos com aminoacidos naturais,
tendo-se estudado a toma destes compostos por niicleos de timo de vitela. A partir dos
resultados obtidos, a toma de cada complexo foi, tentativamente, relacionada com as
caracteristicas de cada composto {carga, tipo de ligandos, presenga de determinadas

ligagdes Cr-X), sendo apresentadas algumas propostas explicativas desses resultados.
6.2 - Revisdo bibliografica
6.2.1 - Modelo de "entrada-reducio” (uptake-reduction)

De um modo geral, os dois estados de oxidagio do crémio mais estdveis em



Cap. 6 - Interacgiio com materiais bioldgicos 181

sistemas biolégicos, Cr(VI) e Cr(Ill), diferem de maneira considerdvel nos seus efeitos
genotéxicos, devido, essencialmente, a mecanismos de entrada celular distintos e &s

suas diferentes propriedades cinéticas e de ligacio a materiais biologicos.

O modelo de "entrada-redugio” € aceite como explicagio para a entrada de
crdémio nas células [11,52,72] (Ver Figura 1.5, Capitulo 1). Tanto com eritrécitos como
com células nucleadas, por exemplo, o Cr(VI) atravessa as membranas celulares num
tinico sentido (entrada), por um processo activo de transporte de anifes, semelhante ao
dos anides sulfato ou fosfato [10,72,239,240]. Aquelas membranas no s3o, de um modo
geral, permedveis a compostos de Ci(IIl} extracelulares, ou ao Cr(Ill} entretanto
formado no interior das células em resultado da reducio do Cr(VI). No entanto, se
determinados tipos de ligandos estiverem coordenados ac catifio Cr(I1I) (algumas
aminas aromaéticas, por exemplo), proporcionando-lhes ambientes hidréfobos, ¢
permitida a passagem {lenta) desses compostos através daquelas membranas [54,55,241,
242). In vitro, com eritrdcitos humanos, foi observado que alguns compostos de Cr(IIT)
atravessavam a membrana celular, embora com wma velocidade trés ordens de grandeza

menor que a dos compostos de Cr{VI) [55].

Estudos com ratos, in vivo, comprovaram que, apds injecgdes intraperitoniais de
sais simples de Cr(Ill}, como CrClz "comercial" ou Cr(NQO3)3, estes compostos, ainda
com o mesmo nimero de oxidagdo, embora provavelmente jd numa forma diferente da
inicial, se ligavam aos tecidos de alguns orgfos, nomeadamente do figado e dos rins
[220]. Numa experiéncia andloga, mas utilizando um composto de Cr(VI), verificou-se
que, apdés um intervalo de tempo relativamente longo (40 horas), a quantidade de
cromio ligada ao ADN era, curiosamente, idéntica nos dois casos [220]. Uma vez que
nos organismos vivos é improvivel que as formas trivalentes de crémio se transformem
espontaneamente em formas hexavalentes (E° cqiry sy = -1.33 V) [13,52], foi posta
a hipétese de que a toma lenta do Cr(IlI) pelos tecidos do figado e dos rins, in vivo, se
devesse a formacio lenta, por reacgdes de substituicio, de complexos de Cr(IlI) com

ligandos bioldgicos capazes de permear as membranas celulares [220].
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Alguns compostos de crémio, de Cr(Ill) ou, em especial, de Cr(VI), pouco
soliveis, podem também entrar nas células por processos de endocitose [11,54,215,216,

2182431,

Como consequéncia da reducgfio rdpida do Cr(VI) pelos constituintes
intracelulares, o crémio parece ficar retido intracelularmente {244]. Sehlmeyer et al.
[245], observaram, in vitro, usando células V79, que a acumulacio intracelular de
crémio dependia da concentragio extracelular de Cr(VI) (5 vezes a concentragio
extracelular). Com nitcleos isolados do mesmo tipo de células, aqueles autores
verificaram que, apds incubag¢do com cromato, ac fim de 3 horas, a concentragio
intracelular de crémio era cerca de 60 vezes a extracelular. A acumulagfo intracelular
de crémio, foi também verificada, in vitro, com timécitos de rato [S6] e in vivo, em
células do figado e dos rins de coelho [246). A velocidade de toma do crémio naquele
tipo de células (V79) [245] era da mesma ordem de grandeza que a observada com
eritrécitos humanos [55], isto €, a mesma espécie de cromio apresenta velocidades de

toma semelhantes em materiais bioldgicos diferentes.
6.2.2 - Carcinogénese e mutagénese provocadas por compostos de crémio

Como regra geral, considera-se que o Cr(VI) € muito mais téxico que o Cr(lII)
gnando administrado a animais. In vitro e in vive, t&m sido observadas diferengas muito
significativas nos efeitos citotéxicos de compostos de crémio naqueles dois estados de
oxidagdo. Mas embora a carcinogénese dos compostos de Cr(VI) se encontre
perfeitamente documentada em estudos epidemiolégicos no homem e em estudos
experimentais com animais, t8m sido obtidos resultados negativos ou ambiguos in vivo
e em culturas de células, com a maior parte dos compostos de Cr(I1I) [1,6,11,63,71,72,215-

218,247].
6.2.2.1 - Modelo metabdlico da genotoxicidade do crémio

Os variados aspectos da toxicidade do Cr(VI) so ainda pouco claros, quer eles

sejam mediados por espécies intermedidrias reactivas de Cr(V) efou de Cr(IV) [241],
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quer sejam devidos a interac¢Ges directas com compostos de Cr(III) [71], ou indirectas
com os produtos formados na reduciio do Cr(VI), como & o caso, por exemplo, do
[Cr(cys)s] -, formado na reac¢dio de redugiio de Cr(VI) com cisteina, na presenga de
ADN [61], quer ainda aos "danos oxidativos" (oxidative damage) resultantes da acgio
de radicais livres derivados dos redutores ou de espécies reactivas de oxigénio geradas
durante a redugdo de Cr(VI) [26,27,61,72,230,232]. O Cx(1ll), sendo a forma mais estivel
no meio ambiente ou no interior das células (constitui cerca de 90% do crémio total nas
mesmas) tem fortes probabilidades de reagir com electrdfilos intracelulares, tais com
dcidos nucleicos e proteinas [71]. No entanto, e apesar de nio estar devidamente
comprovado, as interac¢des redox e as "ligacGes cruzadas com ADN" (DNA cross
links) que resultam daquela reducdo, incluindo os danos produzidos pela "danos
oxidativos das bases" (oxidative base damage), sfo consideradas as causas mais

provaveis da genotoxicidade do cromato [{11,64,71,248].

A redugio intracelular do cromato pode processar-se por mecanisimos diversos,
podendo cada um deles direccionar-se para "pontos finais" toxicoldgicos distintos
[11,52,72,220]. Pode ser levada a cabo por enzimas niicrossoiais, onde se incluem os
citocromos P-450 [11.68,112,221,224,243,248-251], por componentes do sistema de
transporte de electrdes dos mitoctndria [11], pela glutationa [63,225,226,252] ¢ por outros
tidis ndo proteicos de pequena massa molecular [52,61,72,99], pelo acido ascérbico [11,42,
117,119,120,222,253,254], pela riboflavina (vitamina B2) [223], além de um conjunto
variado de outros compostos [11]. Como se tem vindo a referir, naquele processo de
reducgfio intracelular sfo formadas espécies de Cr(V) [224-229,256] e radicais livres
[52,255,257,258], verificando-se, eventualmente, acumulacio de Cr(II) (reduzido) no
interior dos mitocdndria e do nicleo, onde provavelmente a maior parte do crémio se

encontra ligado ao ADN e a proteinas nucleares [ 11,237,245,248,259].

Connett ¢ Wetterhahn [52] foram os primeiros a referir que o metabolismo
intracelular do cromato poderia estar sob controle cinético e ndo termodindmico, isto é,

que os dadores de electrBes cineticamente mais activos seriam os mais efectivos na
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redugio daquela espécie de crémio. A glutationa, nomeadamente, é¢ um redutor celular
importante (Capitulo 2), que tanto pode promover, ripida e eficientemente, a eliminagio
de elevado nimero de agentes {6xicos, como ligar-se-lhes, formando conjugados. No
processo de redugdio do Cr(VI) pela glutationa (e por outros tidis nio proteicos, como a
cisteina, por exemplo), formam-se intermedidrios do tipo tioéster (Ver Capitulo 3) [19,
22,99,100], que sdo posteriormente reduzidos pelo excesso de glutationa {(ou de outro
redutor), segundo um mecanismo que envolve pelo menos dois passos, com passager,
comprovada, por espécies intermedidrias de Cr(V) [11,59,61,134,149,155,256,257,260] e por
radicais livres, glutationilo [27,134], cisteinilo [61,114] e radicais com oxigénic [27,152].
O comportamente da glutationa como redutor intracelular é particularmente
interessante, pois aguele composto pode actuar também como agente protector contra a
"peroxidagio lipidica” (lipid peroxidation), que ¢ também induzida pela reducéo do
Cr(VI) [255]. Verificando-se que, quando héd aumento da quantidade iniracelular de
GSH também hi aumento do nimero de "quebras de cadeias de ADN" (DNA single
strand-breaks) (e vice-versa), isso d4, pelc menos, uma indicaciio de que existe uma
relacdo entre a concentracdo de redutor e a intensidade dos danos genéticos produzidos

[11,220,251,252,255].

H2a outros agentes intracelulares que também interactuam com o Cr{VI),
danificando o ADN. Na presenga de perdxido de hidrogénio, in vitro, o Cr(VI) dd
origem a compostos de Cr(V), como o tetraperoxocrémio(V), conduzindo a formagio
de radicais hidroxilo, os quais, por sua vez promovem o aparecimento de "quebras de
cadeias” e de "danos oxidativos das bases" (oxidative base damage) {27,230,232,255,257].
Note-se que o perdxido de hidrogénio é produzido intracelularmente em diversos
processos metabdlicos. Por outro lado, da reacgio do Cr(V} com perdxidos e com
hidroperdxidos lipidicos resultam outros radicais livres (OH®, por exemplo) [261}.
Surpreendentemente, o Cr(Ill) também pode dar origem a radicais livres por reacgio

com peréxido de hidrogénio e com hidroperéxidos lipidicos {27,62,258].

Alguns estudos, in vitro e in vivo, referem a utilizacfiode vitaminas, ou de anti-
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oxidantes em geral, para tratamento de células, pois que a alteragio do seu estado redox,
pode modificar a resposta ao crémio. Um tratamento prévio efectuado com vitamina E
(a—tocoferol) {222,255], conseguiu reduzir a toxicidade e a mutagénese do Cr(VI) em
células V79. No entanto, vitaminas como a riboflavina (vitamina B2) provocam um
aumento no nimero de "quebras de cadeias de ADN", via formac#o (ou via tempo de

vida mais prolongado) de espécies de Cr(V) e de radicais hidroxilo [223,255].

O acido ascorbico é apontado, actualmente, como um dos redutores com maior
importincia para o crémio, in vivo [119,222,243,253,254]. O ido ascorbato encontra-se ndo
s6 em concentracbes elevadas (mmolar) no interior das células como também faz parte
da composig¢io dos fluidos extracelulares e, em especial, dos dos pulm&es (Ver Capitulo
1, no que se refere a exposi¢do ocupacional ao crémio). E se, por um lado, este dcido
tem sido usado como agente extracelular desintoxicante do Cr(VI), diminuvindo a
quantidade extracelular de Cr(VI) e impedindo por isso a sua toma através das
membranas [11,120,222,223,243], por outro, a redugfo intracelular do Cr(VI) por este
redutor, dd origem a espécies reactivas de oxigénio, aumentando assim a toxicidade do
crémio [119]. Um aumento da quantidade intracelular de ascorbato resulta num aumento
de "ligacSes-cruzadas entre o ADN e proteinas" (DNA protein cross links) induzidas
pelo cromato [119,253], havendo, no entanto, menor formagéo de espécies de Cr(V) e
mais de Cr(IlT} {11,222]. O 4cido ascérbico parece também actuar sinergeticamente com

a glutationa no metabolismo do cromato intracelular [120,121].

Em resumo, a redugdo do cromato dd origem a um espectro variado de danos
celulares e(ou) genotoxicos. A reducao enzimdtica provoca toxicidade celular por
inactivag@o de enzimas e/ou por diminui¢io da quantidade de um ou mais metabolitos
celulares. A redugio de Cr(VI) por ti6is ndo proteicos origina, em geral, a formacio de
intermedidrios Cr(VI)-tioésteres, Cr(V) ¢ radicais livres (tiflo (SH*, hidroxilo (OHs).
Estes intermedidrios ddo origem a "ligagBes cruzadas entre cadeias de ADN" (DNA
interstrand cross links), "liga¢Ges-cruzadas entre ADN e proteinas” e "quebra de cadeias

de ADN". Embora o papel concreto destas lesdes na mufagénese e na carcinogénese do



Cap. 6 - Interacgiio com materiais bioldgicos —— 186

Cr{VI) seja desconhecido, a sua natureza e presenca persistente nestes processos sugere

implicagBes muito provédveis na genotoxicidade do crémio.
6.2.2.2 - Algumas consideragdes sobre a mutagénese de compostos de cromio

As mutacBes genéticas sio estabelecidas predominantemente pelo Teste de
Ames [6], que emprega populagdes de células de vérias estirpes da bactéria Salmonella
Typhymurium. Tém também sido usadas estirpes de uma outra bactéria, a Escherichia
Coli, em testes compardveis aquele. Todavia, para o mesmo composto, as respostas a

estes testes variam consoante o tipo e a estirpe de bactéria usada [6,11].

Q Cr(VI), in vitro, comporta-se como mutagénico na maioria dos testes [6,72].
Os compostos de Cr(IIl), pelo contririo, nfio sfo, em geral, mutagénicos. Embora no
teste de Ames se tenham obtido alguns resultados positivos com estes compostos, é
necessdria uma quantidade de Cr(1IT) 10 a 100 vezes superior 4 de Cr(VI), para que haja

reaccio aquele teste [6].

As diferengas mutagenéticas encontradas entre aqueles dois estados de oxidagfo
do crémio, tendem a ser, quase exclusivamente, atribuidas & "disponibilidade”
intracelular de crémio(VI), o que tem a ver com a sua passagem através das membranas
celulares. A endocitose pode, no entanto, contribuir para a entrada nas células de
compostos insoliveis, como € o caso da cromite, Cr203, que da resposta positiva em
termos de mutagénese [6]. A toxicidade genética do Cr(Ill) parece ser dependente do
tipo de ligandos coordenados aquele catifio metédlico, nomeadamente, ligandos
lipofilicos, como por exemplo, a bipiridina e a 1,10-ortofenantrolina, que "melhoram" a
toma destes compostos, como sugeriram Warren et al [242]. Outros factores, como a
carga (positiva), parecem também concorrer para as diferengas entre os varios
complexos de Cr{JlT) [54,242,262]. No entanto, a contaminago de compostos de Ci{III)
por vestigios de Cr(VI), frequente nos compostos de origem industrial [6], é um aspecto
que tem de ser considerado, sempre que as respostas aqueles testes sfHo positivas. Para

compostos cuja entrada no organismo seja por via oral, a redugiio do cromato pode
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efectuar-se extracelularmente, tal como acontece, por exemplo, no tracto gastro-

intestinal ou na saliva [6,8,72].

A Tabel 6.1-a e b, ilustra as diferencas de mutagénese entre compostos de Cr(III)

e de Cr(VI), em termos de niimero de estudos citados na literatura.
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Tabela 6.1 - Mutagénese ¢ outros cleitos genotdxicos provocados por compostos de (a): Cr(I11); (b): de

Cr(VI) [adaptado de [6], figuras 1 ¢ 4]

Convém apenas referir, que qualquer andlise mais superficial da globalidade dos
resultados experimentais levaria a considerar, de um modo geral, as espécies de Cr(III),
provenientes da reducdo intracelular do Cr(VI) como responsaveis "iltimas" pela
mutagénese e pelos outros efeitos genotéxicos do cromio. Mas, cada vez mais estudos
tém fornecido novas provas que levam a atribui aos intermedidrios daquelas rédugées )

papel fundamental em todos os processos genotéxicos associados ao crémio .
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6.2.3 - Interacgdes do crémiio a nivel intracelular

Pareceu-nos importante investigar os tipos de interacgfio do crémio, nas suas
diferentes formas, a nivel intracelular. Tentou-se, assim, fazer uma compilagio da
literatura mais relevante no assunto, que demonstrasse algumas dessas interacgdes e dos
efeitos provocados por compostos de crémio, Cr(VI) ou Cr(IID), tanto in vitro como in

vivo .

Pelas razdes discutidas no ponto anterior, os compostos de crémio(IIl) nfo sio
significativamente toxicos em células intactas, contrariamente aos de Cr(VI) [6,215,216,
218,238,247]. No entanto, em ensaios de genotoxicidade com ADN e com outros
componentes intracelulares, o Cr(III) € muito mais efectivo que o Cr(VI) [11,72,262].
Embora se saiba que o crémuo induz danos a nivel do ADN, in vivo e in vitro, ndo se
sabe com precisfo quais as formas deste elemento que produzem esses danos, ou guais
os tipos especificos dos danos produzidos, o que se torna especialmente importante para
a compreensio da toxicidade deste elemento, in vivo. Como consequéncia, ainda nfo se
definiu com seguranca se aqueles danos sdo devidos 4 interacgiio directa de alguma(s)
espécie(s) de crémio em particular, que pode(m) ter sido gerada(s) intracelularmente, ou
a mecanismos em que estejam envolvidas espécies extremamente reactivas,
nomeadamente formas de crémio no estado de oxidacio +5 [26,58,61,134,221,224,228 232,
256] ou radicais livres [26,27,134,230,232,255,258]. H4, no entanto, mais do que fortes
suspeitas de que sejam algumas espécies de oxigénio activas geradas durante aquele
processo de redugdo que estejam envolvidas na geraciio de "quebra de cadeias de

ADN"[26,152,232,258).

A redugio extracelular do Cr(VI), pelo contrério, é considerada um processo de
desintoxicagio, daf a utilizacfio de ascorbato como meio de protecgio de trabalhadores

de inddistrias ligadas ao crémio [263].

Na literatura ha muitas referéncias a trabalbos sobre a interacgio de erémio com

componentes celulares, a maioria dos quais incide sobre interacg¢fes especificas com
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ADN. E se o Cr(VI), sézinho, nfo interactua nem com o ADN [61,67,68] nem com
outros constituintes celulares [27,235,262], a presenca simultinea de redutores provoca o
aparecimento de "quebra de cadeias de ADN", de "ligages cruzadas entre cadeias de
ADN" e de "ligacBes cruzadas entre ADN e proteinas" {67,259,264]. Embora nfo se
tenham detectado danos no ADN em culturas de células tratadas com Cr(II1) [113,262], a
reacgio directa de compostos de Cr(IlI) com niicleos isolados dd origem a "quebras de

cadeias de ADN" e a "ligactes cruzadas entre ADN e proteinas" {54,244].

Tanto a acc¢do directa do Cr(III) sobre o ADN, como a do Cr(VI) em conjunto
com redutores, em culturas de células [61,265] e in vivo [74,60,220], faz-se inicialmente
com formagio de aductos [27,61,67,114], os quais contribuem para o aparecimento das
lesdes referidas atras. Aguelas lesSes interferem com a actividade de enzimas de
restricio (endonucleases), inibindo a sua ac¢do por bloqueio dos seus locais activos [11,
61,266,267,268]. A quantidade ¢ a natureza dos aductos depende, em primeira andlise, do
redutor utilizado, mas também de outros factores, como sejam a razdo Cr/tiol redutor e a
propria conformacédo inicial do ADN [61]. Alguns trabalhos t8m tentado mostrar
possiveis relagbes entre o niimero das "quebras de cadeias de ADN" e os diferentes
factores capazes de as provocarem, em especial os intermedidrios reactivos, como os
complexos de Cr(V) e os radicais hidroxilo [152] ou glutationilo {27,134], Mas a
variedade de respostas obtidas (proporcional 4 concentragio de GSH [112], ou de
espécies de Ci(V) [223], na presenga ou auséncia de tratamento prévio com anti-
oxidantes [230,255]), reflecte de novo o facto de ndo haver ainda uma compreenséo cabal

dos mecanismos envolvidos na reducio metabdlica do Cr(VI) [62].

Existe alguma polémica 4 volta da formacio de "quebras de cadeias de ADN,
apés a redugio de Ci(VI) por alguns redutores, em especial no caso da redugdo ser
efectuada por um dos candidatos intracelulares mais pertinentes, ou seja, pela
glutationa. Na referida redugfio, Borges et al [61] ndo constataram a presenca daquele
tipo de lesSes, tendo posto a hipétese de isso se ter devido aos niveis muito baixos de

crémio ligado ao ADN, os quais poderiam ter sido insuficientes para produzir as



Cap. 6 - Interacgio com materiais bioldgicos —— 190

alteracBes conformacionais necessdrias para serem detectdveis pelo método
experimental usado. Aiyar et al [27], por sua vez, usando quantidades elevadas de
cromato e de GSH, detectaram este mesmo tipo de lesdes, mas em muito pequena
quantidade, talvez por se ter, previamente, purificado os reagentes de contaminantes de
ferro, que poderiam ter sido os responsdveis pelos resultados positivos obtidos por
Kortenkamp et al, num estudo semelhante [113]. Também foram detectadas "quebras de
cadeias de ADN" (single DNA strand breaks) fazendo reagir directamente com o ADN
o composto de Cr(V), Nag[CrGSH) 4] [152.232] e complexos estdveis de Cr(V), do tipo
descrito por Rocek ef al [257,269]. Este resultado suporta as sugest3es feitas inicialmente-
por Jenuette er al [221] ¢ depois por outros autores [26,61,152,256,270], quanto ao
envolvimento de compostos de Cr(V) na gerac@o de "quebras de cadeias de ADN". De
qualquer modo, se se sabe que as "quebras de cadeias de ADN" sdo inibidas pela adig#o
de "scavengers" de radicais hidroxilo [27,134,152], parece vidvel que estes lltimos
provoquem a sua ocorréncia no decurso da conversdo de Cr(VI) a Cr(III), embora nada
garanta que os responsdveis pelo seu aparecimento ndo sejam radicais livres resultantes
da decomposi¢cdo daquele composto de Cr(V) em solucio [113]. De notar que a
combinagio de HoO2 e cromato também produz "quebras de cadeias de ADN" in vitro
[27]. Alguns autores, no entanto, apontam para o facto destas lesGes resultarem, muito
dificilmente, de uma ac¢fo directa daqueles compostos sobre o ADN. Aqueles danos
genéticos teriam mais hipdtese de serem originados por nucleases activadas por
processos de reparagio de ADN, por sua vez induzidos pelo aparecimento de "ligagées

cruzadas entre ADN e proteinas" [54].
6.2.4 - Efeitos na membrana

O Cr(VI), para além da sua acgdo nas células, nos componentes celulares e no
material genético, pode comegar por afectar a estrutura e as fungdes das membranas
celulares. Verificou-se com eritrécitos humanos, que o cromato,.em concentracdes
inferiores a 1 mM e a pH neutro, alterava o tamanho e a forma das células, diﬁﬁnuindo

a acgio do seu apido transportador e provocando modificagdes nos constituintes das
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membranas. Ao reagir com eles, e em especial com constituintes tiélicos, provocava
"ligacBes cruzadas” entre as proteinas da membrana por formagio de pontes
dissulfureto, S-S. Também se constatou a formacio de espécies reactivas de oxigénio,
as quais podem, por sua vez, reagir com proteinas ¢ lipidos da membrana celular
[240,271]. Foi, no entanto, posta uma hipétese semelhante em relagiio a compostos de
Cr(IID), os quais também parecem induzir a formagfio de componentes reactivos por

reacc¢do com as membranas celulares [247].
6.2.5 - Localizacéio e ligacio do cromio a componentes celulares
6.2.5.1 - Introducio

O estado de oxidagfo do crémio ¢ um factor selectivo e crucial na sua
localizacdo e consequente ligacdo, no interior das células. O Cr(III), por exemplo, €
transportado pela corrente sanguinea ligando-se as proteinas do plasma (transferina),
sem praticamente penetrar nos eritrécitos [239]. Mesmo sob a forma de complexos com
ligandos lipofilicos [242], a sua toma pelos eritrécitos é em muitissimo menor escala que
a do Cr{VI) [55]. Este, por sua vez, ¢ reduzido em muito pequena quantidade no plasma,
concentrando-se selectivamente no interior dos eritrécitos, onde sofre desactivagio
metabdlica a forma trivalente [67,72,217], ligando-se depois a4 hemoglobina, j& sob a

forma reduzida [239].

Intracelularmente, o crémio(ill) aparece ligado a uma variedade de constituintes,
que podem ser, in vivo, apés administragio infravenosa [11] ou intraperitonial {220],
niicleos das células de alguns orgios, onde se concentra em quantidades considerdveis
ou, in vitro, nicleos de células V79, por exemplo [245], micleos isolados de timo
[67,235] ou ainda nucledtidos e 4cidos nucleicos, especialmente as regides destes Acidos

ricas em GC [11,68.262,272.274].

A ligagio de Cr(HI) a nucledtidos naturais, a pH neutro, in vitro [68,77,220,260},
parece ocorrer via grupos fosfato, tal como é indicado por 31P-RMN [27227527¢].

Nalguns casos, os 4tomos dadores das bases podem também estar envolvidos,
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dependendo da composic¢io dos pares de bases dos écidos nucleicos considerados [68,
77], embora esta dependéncia ndo esteja em concorddncia com resultados mais recentes
[237]. Mas a formagdo de complexos de Cr(III) com grupos fosfato € um assunto
problemitico. Wolf et al [272,275] consideraram existir complexagio entre o catido
metdlico e grupos fosfatos do ATP, discutindo mesmo constantes de formacio e
competicio entre ATP ¢ GSH como ligandos, desde que o Cr(III} fosse proveniente da
redugdo de Cr(V]) e estivesse complexado com GSH. In vitro e in vivo poderiam, assim,
existir situagtes diferentes, devido & quantidade celular de GSH, fazendo pender o
equilibrio, in vivo , para a formacio de complexos com GSH. A GSH poderia, desse
modo, evitar danos no ADN, jd que os complexos Cr-ATP causam "quebras de cadeias
de ADN" em culturas de células [251] e lesGes n#o especificadas in vivo [244].
Kortenkamp et ol [276), tendo em conta a inércia do Cr(IIl) e questionando o nfo terem
sido mencionados fenémenos de hidrélise, a pH fisioldgico, associados as espécies
hexaquacrdmio(11l), consideraram improvavel a formacgio daqueles complexos. Num
trabatho andlogo, também por 31P-RMN, obtiveram evidéncia da ligacio de Cr(II1) aos
grupos fosfato do ATP, mas apenas na forma de complexos de esfera externa, isto €, por
atracgfio electrostatica. Fazendo reagir alguns complexos de Cr(IIl) de composi¢io
definida com ATP, observaram interac¢des acentuadas, especialmente quando a carga
dos mesmos é positiva e elevada. Neste contexto, reportam-se a recentes observagfes de
que complexos tripositivos ou de carga superior podem provocar condensagio do ADN,
por neutralizagfio da carga dos grupos fosfato (Ver Secgfo seguinte) [277-275]. Num
trabalho mais recente [237], concluiu-se que o Cr(III) da origem a "ligacBes cruzadas
entre ADN e proteinas” por formacio de complexos com os residuos mais reactivos de
algumas proteinas (por exemplo, cisteina, tirosina e histidina). Os aductos formados

ligam-se, entfo, ao "esqueleto de fosfato" do ADN.
6.2.5.2 - Formaciio de complexos de Cx(I1I} com ADN

In vitro, o Cr(1lI) forma complexos com o ADN. Num trabalho recentemente

publicado nesta drea [274], descreve-se a formacgio de complexos deste tipo, com



193

Cap. 6 - Interacglio com materiais bioldgicos

diferentes estequiometrias. Um deles, um complexo do tipo BAsg (A: nucleétidos de
ADN, B: Cr{(IlI}), pode formar-se para concentra¢cdes metal/ligando anilogas as do
meio fisioldgico (neste caso, foi usado um pH bastante menor, 4.8, no sentido de evitar
a presenca de hidroxo-espécies de crémio(lll)). Este complexo parece ser a espécie
predominantemente formada em concentragSes ultravestigiais de Cr(III) (B < 0.01% A).
Foi aventada a hipétese de que possa ficar "encurralado” no interior de uma "anca"
(groove) da estrutura do ADN (uma "anca” é formada por cerca de 20 nucledtidos e
corresponde a uma volta da estrutura do B-ADN), permitindo-the assim interactuar com
uma vasta drea do ADN. Esta espécie pode, por isso, ser usada como modelo na
discussio de mecanismos moleculares da carcinogénese de crémio, salvaguardando o
facto da sua formacgéo ser certamente sensivel ao pH [236]. No mesmo trabalho, foram
detectados outros complexos do tipo BA e BA,, que parecem ser de natureza
electrostatica (de esfera externa), pois as respectivas constantes de estabilidade (do

complexo BA, pelo menos) diminuem com o aumento da forga iénica do meio[274,280].

A teoria de Manning [277] propOe que para forcas idnicas baixas, uma
determinada concentracio de ides muitivalentes (normalmente de carga +3 ou superior)
provoque a condensagdo, ou o também chamado colapso, do ADN, por efeito de contra-
ido entre os catifes e os grupos fosfato ou as bases. Em solucdo, a condensagao do ADN
pode entdo ocorrer quando uma fracgHo critica da carga fosfato-ADN é neutralizada por
catides adsorvidos ao ADN. A intercalagdo de catiGes metalicos no ADN tem sido,
alids, bastante estudada [279], sugerindo-se que seja do tipo "ligagdo cruzada”
electrostdtica, por ponte, efectuada entre catibes trivalentes, ou de carga superior, e
grupos fosfato, em segmentos adjacentes de ADN [278]. Devido i alta densidade de
carga na dupla hélice de ADN, os contra-iSes serfo adsorvidos da solucdo até que a
carga negativa total seja reduzida a um valor limite que depende s6 da valéncia do
contra-ido (exemplos com [Co(NH3)gl3* e [Co(en)z]3t) [278]. Embora as
caracteristicas estruturais de cada ifio sejam importantes, se nio ocorrerem reacgdes de
substituigdo, a ligagio destes complexos ao ADN pode ser relativamente independente

do centro metélico. Pode entdio ser util agrupar os complexos em classes de compostos
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isomorfos, mesmo de metais diferentes, para explicar estes efeitos do tipo electrostitico

[276,281],

6.2.6 - Consideracdes finais

A pesquisa no dmbito dos mecanismos associados ac metabolismo intracelular
do crémio e a genotoxicidade induzida por este elemento necessita de ser continuada e

extensiva a diferentes 4reas.

O cromato pode ser considerado como uma "toxina” ambiental complexa, capaz
de provocar diferentes efeitos no metabolismo e na genotoxicidade celular. Actuando de
maneira andloga a numerosos carcinogénicos orginicos, o crémio requer uma
"activagio celular” prévia, reagindo depois com muitos dos constituintes celulares. Tal
como muitos dos compostos xenobibticos que sio metabolizados por enzimas do tipo
do citocromo P-450, o cromato pode alterar a expressdo genética destas enzimas e
interferir no metabolismo celular de oxidacfo. Os danos genotdxicos induzidos pelo
crémio sdo pois complexos e ndo estdo completamente determinados. A compreensio
dos mecanismos da genotoxicidade do crémio € fundamental para o entendimento da
toxicidade deste elemento e requer investigacdo continuada e coordenada em quimica

inorgénica, em bioquimica e em biologia celular [11,72,237.252].

6.2.7 - Alguns exemplos da acciio especifica de compostos de Cr(III) sobre

células e componentes celnlares

Antes de passarmos a apresentaciio e discussdo dos resultados obtidos no estudo
experimental da accio de compostos de crémio{IIl) sobre niicleos isolados de células de
timo de vitela, far-se-a uma breve referéncia a alguns casos mais relevantes referidos na
literatura mais recente sobre a interacciio directa de compostos de Cr{llI) com células
ou componentes celulares. Na Tabela 6.2 & feito um resumo dos estudos dessas

interacgdes.



Ligacfo a células ou a compo-nentes

Composto Material biolégico celulares (técnica usada) Danos genéticos Ref*
CrClz,comercial in vivo (injecgio intrape- | Liga-se & cromatina, associado a protefnas e ao - (220]
ritonial) ADN. Aparentemente nic provoca lesdes
CiClz ou Nicleos isolados de timo  § Ligagiio aos niicleos dependente da "ligagBes cruzadas" na eromatina efou no
[Cr(H20)4Clo 1+ de vitelo concentragio e do tempo de incubagio ADN, em especial "lipagBes cruzadas entre | [235]
ADN e proteinas”
CrCls Niicleos isolados de *ligagtes cruzadas com ADN" e "quebras
células de vdrios tipos - de cadeia de ADN" 262}
[Cr{H,0)4Cla]+ Niicleos isclados de timo | Ligagio aos niicleos dependente da "ligagtes eruzadas entre ADN e protefnas” e
de vitelo concentragiio e do tempo de incubagiio *quebras de cadeia de ADN” [244)
[Cr(H0)4Cla ]+ células V79 (Teste de Mutagénese ndo significativa
mutagénese HGPRT) — [54]
Composto de esfera externa com ATP;
[CeH20) 51 ATP pequena reprodutibilidade por provdvel — [276]
formagéic de hidréxidos inscliveis
[Cr(gly)a] Ntcleos isolados de timo | Ligacio acs nicleos dependente da "ligagbes cruzadas entre ADN e protefnas® e
de vitelo concentragao e do tempo de incubacio "quebras de cadeia de ADN" [244]
[Cr{gly)3] células V79 (Teste de N&o apresenta mutagénese
mutagénese HGPRT) — [244]
Composto de esfera externa com ATP; peque-
[Cr(glv)a] ATP no desvio quimico: complexo de natureza polar — [276]
[Cr{gly)3] Eritrécitos humanos Toma dependente do tempo de incubagiio [55]
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[Cr(bipy) 2 Cla]* Eritrécitos humanos Toma dependente do tempo de incubacio [55]
[Cr(bipy) pClalt células V79 (Testc de Mouiagénese significativa —
mutagénese HGPRT) [54]
[Cr(1,10-phen);Cly It | Eritréeitos humanos Toma dependente do lempo de incubagiio [55)
[Cr(1,10-phen)2 Clo T+ células V79 (Teste de Mutagénese significativa -—
mutagénese HGPRT) [54244]
Composto de esfera externa com ATP;
Resultados andlogos a [Cr(H,O) 6]3+ mas - [278]
[Cr(en)s P+ ATP reprodutiveis; dependéncia linear da
conceniracdo do complexo
Composto de eslera externa com ATP; peque-
[Cr(l,lO-phen)3]3+ ATP nos desvios, embora a altura dos picos aumente - [276]
consideravelmente em relacio a solugbes sem
cromio; lig, hidréfobos, complexos volumosos
[Cr(bipy)a P+ ATP idem [276]
[Cr(GSH) 2]2- Niicleos isolados de time | Ligagio aos niicleos dependente do fempo de
de vilelo incubacfio - 671
[Cr(GSH) ]2~ ATP Composto de esfera externa com ATP; Desvios [276]
guimicos muito pequencs
[CH{GSH) 22" Eritrécitos humanos Toma dependente do tempo de incubagfio - {551
[Cr{cys)2] Eritrécitos humanos A toma ndo ¢ claramente dependente do tempo - [551
de incubaciio
Composta de esfera externa com ATP; Desvios -
[Cr{cys)al ATP quimicos pequenos; alguma hidrélise do [276]
complexo, com formacgio de espécies neutras
[Cr{2,4-acac)3] Eritrdeitos humanos Toma dependente do tempo de incubagio e [55]

Tabela 6.2 - Alguns exemplos relevantes de interacgBes de compostos de Cr(IIl) com células ou componentes celulares; * desvios quimicos de 31p_RMN

s00130j01q SIELISTEW Wod OpdorINY] - § "de)
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Warren et al {242] testaram uma série de complexos de Cr(lIl) com ligandos
inorgAnicos, segundo o critério de os ligandos serem semelhantes a muitas moléculas
biol6gicas (ou ambientais), em tamanho, reactividade e propriedades de transporte.
Alguns deles, os que possuem aminas aromaticas como ligandos, tém carga +1 on +2 e
ligandos mais ldbeis, normalmente em configuracio cis, apresentam toxicidade genética
aprecidvel (Teste de Ames) [6,242], Parecem de algum modo, ser caracteristico desses
compostos o terem massa molecular moderada (< 500 Da), carga eléctrica pouco
elevada ou nula, estabilidade em relagéio a reacc¢des de hidrélise, relativa inércia cinética
e serem lipofilicos (condigdio necessaria para a toma do complexo por células vivas [11,
72.241]. Kortenkamp et al [S5] investigaram a ligacdo e a toma de uma série de
complexos de Cr(II) por eritrécitos humanos. Todos eles entram significativamente nas
células (muito mais lentamente que os compostos de Cr(V1)), dependendo do tempo de
incubagdo, com excepg¢do do complexo de Cr(lll) com cisteina, que se liga
principalmente 4 membrana celular (sedimenta com a membrana, apés hemdlise dos
eritrécitos), eventualmente devido & presen¢a naquele complexo da ligagdo Cr-S [79].
Neste grupo de compostos foi detectada apenas uma pequena correlagéio entre a toma de
crémio ¢ a carga ou a hidrofobicidade dos ligandos. A toma de CrClz por nicleos
isolados de timo de vitelo € dependente da concentracdo do composto e do tempo de
incubagcto, tendo sido estudada por Koster et al [235], também detectaram a formacio de
"ligagBes cruzadas entre ADN e proteinas". Kortenkamp et al [67] obtiveram o mesmo
tipo de resultados com um complexo de Cr(III) com glutationa [ 126}, usando o mesmo
tipo de material bioldgico. Beyersmann ef al [244], ainda com o mesmo tipo de material
biolégico ou com células V79 de ratos (Chinese Hamster) , ou com estas tltimas e
ADN isolado [54] testaram também alguns complexos de Cr(III). Os resultados obtidos
no primeiro caso foram mais uma vez andlogos aos obtidos nos trabalhos referidos
anferiormente, verificando-se a produciio de "ligacSes cruzadas entre ADN e proteinas”
e de "quebras de cadeias de ADN", resultantes da ac¢fio dos complexos de Cr(III) com
os niicleos isolados. Com ADN isolado, no entanto, foi nulo o resultado da iﬁteracgﬁo

de compostos de Cr(lll}, ou de Cr(VI) sem a presenca de redutores [54,67]. Aqueles
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autores {244} propuseram um modelo para as "ligagBes cruzadas entre ADN e proteinas,
em termos de ligagBes semelhantes as existentes entre as moléculas de crémio e
colagénio, no processo de curtimento das peles [205]. Nesta reac¢io, o Cr(IIl) liga-se,
provavelmente, aos grupos carboxilicos laterais do colagénio estabelecendo também

ligagBes cruzadas entre proteinas e complexos ou hidroxocomplexos polinucleares.

6.3 - Interacciio de compostos de coordenacio de Cr(HI) com miicleos isolados de

timo de vitelo

O estudo da interacgéio de complexos de Cr(IIl) com componentes celulares tem
como objectivo investigar se estes compostos se ligam de modo significativo a niicleos
de células e, se possivel, estabelecer uma relagéo entre a toma ¢ a natureza destes

compostos.

Foram testados os seguintes complexos: [Cr(ox)3]3-, [Cr(pen)2l-, [Cr{cys)al-,
[Cr(Hedta)(H20)], [Crhist)o ]+, ICr(H20)g)>+ (ido complexo de Cr(III) contido em
Cr{NO3)3.9H20), [Cr(en)s]>+ e CrCl3.6H 20 (cloreto de crémio comercial), que foi
utilizado como controle e que, em solug;’io, estd presente, predominantemente, na
formazrans-[Cr(H20)4Clo]*. Néo foi possivel estudar, neste trabalho, o comportamento

do complexo {Cr(L-hist)o(D-pen)-], por nfo ser soldvel na solugio tampio utilizada.

Embora as estruturas dos compléxos de Cr(Ill) isolados apds administragio de
crémio(VI), in vivo, apontem para uma mistura de ligandos coordenados ao catifio
central [55], alguns cxlos complexos usados neste estudo podem ser tomados como
modelos adequados daquele tipo de complexos, que possam ser formados, in vivo.

Referimo-nos, em especial, aos complexos [Cr(cys)]™ e [Cr(hist)2] .

Os nicleos utilizados neste estudo foram previamente extraidos e isolados de
células de timo de vitelo, um material bioldgico acessivel, por um processo
experimental gue permite a sua obtengio de forma intacta [235]. A quantidade de
crémio (crémio total) que ficou ligado a esses mesmos nticleos, apds incubagio com o

conjunto de complexos de Cr{III) referidos, com ou sem agitagio durante este processo,
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fol determinada por espectrofotometria de A. A. com atomizagio electrotérmica.
O método experimental seguido é descrito detalhadamente no Cap. 7 - Secgdo D.

6.3.1 - Resultados

Numa 1° série de experiéncias, os niicleos foram incubados, em repouso, com os
complexos de Cr(IlI). Posteriormente, realizou-se uma 2* série de experiéncias, com

agitacio mecinica da mistura em reac¢do, durante o tempo de incubagfo.

Na Figura 6.1-a e b estfio representadas a toma pelos ntclecs, de dois dos

complexos estudados.

A quantidade de crémio que se liga aos niicleos depende de, durante o tempo de
incubagdo, os niicleos terem ou no sido agitados mecanicamente, sendo mais elevada
no primeiro caso, como se pode observar na Figura.6.1. Pode observar-se também
(Figuras 6.1-a ¢ b e 6.2), que a quantidade de crémio ligada aos nicleos depende do

composto usado e, de um modo geral, aumenta com a concentrago inicial do complexo

(a) Comparacio da toma de [Cr(cys)2]-
com { } e sem {--) agitacio mecfinica
17
10 x (mole Cr/ micleo}

507

— =B = [Cr{cys)2]-(0.5 mM)s/ag.
==0= [Cricys)y2)-{1 mM)siag.
— =&~ [Cricys)2]-(2 mM)s/ag.
——  [Cricys)2]-(0.5 mM)c/ag.
—8— [Cr{Cys)2]-(1 mM)c.ag.
———  [Cr{Cys)2]-(2 mdM)c.ag.

tempe de incubagZo/minuto
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{(b) Comparacio da toma de [Cr{en)3]3+
com € sem agitacio mecinica

17
10 x (mole Cr / niicieo)

14

12

10 -

=l --s [CHen)3]3+{0.5 mM)siag.
===-Cr==r [Cr{en)313+{L mM)slag.
“m=mdes-s [Crien)3]3+{2 mM)sfag,
=—f—  [Cr{en)3]3+H0.5 mM)cfag.
—R—  [Cren)3]3+(1 mM)clag
—&—  [Cr{en3]3+(2 mMiciag.

tempo de incubagio/minuto

Figura 6.1 - Toma de: a) - [Cr{cys)z]" e b) - [Cr{en) 3P, por micleos isolados de timo de vitelo (fempos
de incubag@o e concentragBes iniciais dos complexos referidas na figura; as linhas definidas nos gréficos
unem pontos correspondentes & mesma concentragéio de complexo para tempos de incubagio diferentes:

(— com agitagdo, () sem agitagdo; unidades de toma "107x mol de Cr/ miicleo"

e com o tempo de incubagfo das amostras, quer as experiéncias se tenham efectuado
com ou sem agitacdo. Exceptuam-se os resultados obtidos com os complexos
[Cr{cys)a]~ e [Cr(pen)s]-, para os quais, depois de uma toma imediata, muito elevada
ndo s6 em relagdo aos tempos de incubagdo mais prolongados como também i
verificada com os outros complexos (Figuras 6.2-a e b), se observa uma diminui¢do
brusca daquela quantidade, atingindo-se um patamar a partir do segundo tempo de
incubaggo (10 minutos), que acaba, no caso do complexo [Cr{cys)2l-, por corresponder
a valores de toma semelhantes aos dos compostos que se "ligaram" em maior
quantidade, isto é [Cr(his)2]* e "CrCls" (Figuras 6.1-a e 6.2-a). Com o ifio complexo
[Cx(pen)]- ndo se conseguiram resultados reprodutiveis para todos os ensaios

efectuados, "fugindo" algumas vezes ao padrio de comportamento encontrado para o
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(a) Comparacio da toma dos diferentes
complexos de Cr(III) - sem agitacio

17
10 x { mole Cr / niicleo)

70

307

--=-@~  Crlcys(2 mM)
—=¢—- CrCl3(Z mM)
=== Cr/pen(2 mM)
........ Ao Cr/Hedta(2 mivE)
! ----B---  Cr/Hist(2 mM)
~—1—  Cr/en(2 mM)

tempo de incubagio/minuto

{b) Comparacio da toma de diferentes complexos
de Cr(IIl) (2mM): niicleos com agitacio mecinica

17
10 x {mole Cr/ micleo)

160 -A_\‘
120+
80 -|
k3
T —=e== ok
R ——  [C(pen)2])-
Teene S————= S ———————— -=-B-- [CHox)3B-
—= 0w [CrienBB+
] 2T T s e e et mrAe s ar T TR “=-®--- [CRH20Y%B+
Franmri TS e S e e o
0% 3 + o > . . . . 3
0 20 30 40 50 60

tempo de incuba¢io/minuto

Figura 6.2 - Quantidade de crémio ligada aos nicleos ap6s incubagdo com uma série de complexos de
Cr(IIT); unidades de toma "10 17 x mol de Cr/micleo"; ver legendas inseridas nas figuras: a)-com e b)-sem

agitacio durante a incubagdo
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complexo [Cr{cys)2}~. A respectiva toma, ao fim de 60 minutos de incubagdo, embora
seja inferior aos valores iniciais, € ainda maior que a verificada para todos os outros

compostos, incluindo o [Cr(cys)2]".

No entanto, como para alguns dos compostos, a toma foi diminuta (Figura 6.3)
nio se nos apresentou facil concluir (Ver Tabela 7.D.1 no Capitulo 7-Secgéo D), se
houve ou nfo variacfo na toma do composto ao longo do tempo de incubagio, j& que,
perante os erros associados a cada determinagdo, um aumento ou diminui¢io daquelas

quantidades pode ser apenas aparente.

T de [C )33~ - agitacil
oma de [Cr(ox)3) cotn agitagio [Cr(en)3]3+ e [Cr(Hedta)(H20)]: com agitagio

17
10 x (mole Cr /nicles}

17
10 x (mole Cr / nicles)
6

207

059 7

] o -
»- - ST Lt
g
0.0 T T T T T T
0 10 20 30 40 30 60

tempo de Incubagio/minuto tempo de Incubagio/minute

+ [Cri{ox)313-(0.5mM) ——— g:’::g;:gier)h”
== [Cr{cx)313-(1mM) ——%—  Cr/Hedm{2 mM)
------- - Crlen(0.5 mM)
Cr(ox)313-(2mM
[Cr{ox)313-(2mM} ~r==0-r=+  Crlen{l mM}
wr=rlness Crfen(2 mb)

H

@

[}

Figura 6.3 - (a)-Toma dos compostos [Cr(ox)3" (com agitagio) e toma de (b)- [Cr(en)3PTt e
[Cr(Hedia){(HoO)] (sem agitagio)

6.3.2 - Discussao deos resultados

Como foi repetidamente focado na revisiio bibliografica que iniciou este
Capitulo, o Cr(VI) atravessa as membranas das células. E qualquer que seja o

mecanismo que explique a redugfo intracelular do Cr(VI), a espécie de crémio final,



203

Cap. 6 - Interac¢io com materiais bioldgicos

estavel, é o Cr(III). Estudos recentes mostraram que o Cr(IIl) era a forma de crémio que
estava ligada ao ADN e a proteinas nucleares apds incubagfio de Cr{VI) com células ou
com redutores, in vitro [114,237,238,264]. Em ensaios com componentes subcelulares, e
em especial com nitcleos isolados, alguns compostos de Cr(Iil) ligaram-se
eficientemente a estes dltimos [67,235,238], provocando a formagfo de "ligacGes-
cruzadas entre ADN e proteinas" € a "quebra de cadeias de ADN" [235,237.244,262],
enguanto o Cr(V1) é muito menos activo naqueles efeitos, a nfio ser quando em presenga
de redutores, uma vez que a redugdo de Cr(VI) € sempre um pré-requisito para a
formacio de aductos de crémio com constituintes dos niicleos das células [55,61.67.276].
Tsapakos et al [68] sugeriram dois mecanismos possiveis para a formagio dos danos
induzidos pelo Cr(VI) no ADN. Um, mediado por intermediarios resultantes da redugfo
de Cr{VI) e outro, presumivelmente mais lento, por complexos de Cr(III) cineticamente
inertes. Contudo, K&ster e Beyersmann [235] verificaram que, apds apenas 15 minutos
de incubacio, se observavam niveis elevados de complexos de Cr(IIl) ligados a nicleos
isolados, em contradi¢do com os resultados dagueles primeiros autores [68]. No caso da
reducdo de Cr(VI) por tidis, a quantidade de crémio que se liga ao ADN ¢ fortemente
dependente do redutor tidlico usado, sendo muito sensivel ao ambiente que rodeia o
grupo sulfidrilo e & quantidade destes grupos. De um conjunto de quatro redutores
(glutationa, cisteina, B-mercaptoetanol e ditiotreitol) este dltimo foi muitissimo mais
eficiente no aparecimento de quantidades elevadas de aductos de crémio com ADN,

apds reduciio de Cr(VI) in vitro, na presenga de ADN isolado [61].

Neste trabalho, os complexos estudados ligaram-se rapidamente acs niicleos,
dependendo as respectivas quantidades de cromio ligadas, das conceniragBes iniciais
respectivas, do tempo de incubag@o e da reacgo se processar com ou sem agitagio. A
capacidade de ligagfo dos complexos aos niicleos parece ser relativamente elevada pois,
nunca se atingiu saturagdo, até concentragdes iniciais de 2 mM, com nenhum dos
complexos. No entanto, quando a toma do complexo de crémio € muito pequena (e,
aparentcmente quase constante), ndo & possivel distinguir de forma clara se houve

variagio daquelas quantidades com o tempo de incubacio (Figura 6.1-b e 6.3-a). De



Cap. 6 - Interacgio com materiais bioldgicos 204

qualquer modo, a dependéncia entre a toma de qualquer dos complexos e a
concentragdo inicial dos mesmos ou o tempo de incubacfio pode ser facilmente
explicada, qualquer que seja o mecanismo de entrada ou o tipo de ligacio, desde gue

n#o se atinja uma situagfo de saturagio.

Como era de esperar, quando a incubagdo se processa com agitacdo, provoca-se
um maior contacto entre os nicleos e a solugfio que contém o complexo, evitando a
sedimentacio daqueles, observando-se, portanto, quantidades de crémic ligadas sempre
um pouco superiores no primeiro caso (foram tidos em conta os desvios padrio dos
valores determinados) (Ver Tabela 7.D.1, Capitulo 7 - Sec¢do D). Uma vez que este
factor interfere apenas com a quantidade total de crdmio ligado, nfo alterando o tipo de
"comportamento” do complexo, independentemente do modo como as experiéncias
foram efectuadas, o conjunto de resultados obtidos permite-nos, "grosso modo", agrupar
os compostos testados, atendendo as caracteristicas seguintes: carga de cada complexo,
quantidade de crémio que se liga aos niicleos e variagdo da toma com o tempo de

incubacfo. Assim:

1) - Compostos com carga neutra, [Cr(Hedta)(H,O)] (Figura 6.3-b), bem como
compostos com carga fortemente negativa, [Cr(ox)s}3- (Figura 6.3-a), praticamente n#o

se ligaram aos niicleos.

2) - Os complexos com carga positiva, [Cr(H20)gl3+, CrCls.6H2O e
[Cr(en)3]37, apresentaram, ao longo dos véarios tempos de incubagfo, um "padriio” de
ligacdo semelhante entre si, do mesmo tipo do ja referido na literatura para o segundo
daqueles compostos [235], isto €, com aumento da quantidade de crémio ligada com o
aumento da concentragfo inicial do complexo e do tempo de incubacio. O mesmo se

verificou com o complexo [Cr(hist}z]*, também de carga positiva (+1), (Figura 6.4).

s

Aparentemente, nenhum dos dois primeiros complexos deu origem, em solugio,

(518

formacgdo de quaisquer hidroxo-espécies, sob a forma de sélidos, como por vezes

referido na literatura [238276}.
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17
10 x (mele Cr / niicleo)

15

—&—  "Crli3%2 mM)
—®— *CrCi3°(2 mM)
seeOrese [Cr{Hist2]+ (0.5 mM)
cema@== [Cr{Histi2]+ (1 mM)
----A---- [Cr(Hist)2]+ (2 mM)
=X~ [Cr(H2CH2]3+ (0.5 mM)
——+ = [Cr(H20¥2]3+{1 mM)

tempo de incubacio / min

Figura 6.4 - Comparagfo entre as tomas de CrCl3.6Hz0, [Crihist)sJt, [CriH20)61+ e [Cr(en)3}3*, por

niicleos isolados de timo de vitelo (complexos com varias concentragdes iniciais)

3) - Para os compostos com carga negativa -1, [Cr(pen)2]- e [Cr(cys)al™, a
quantidade de complexo que se liga aos micleos apresentou um valor méximo no ponto
inicial, sem ainda ter havido incubagio, diminuindo depois para um valor que se
conservou praticamente constante durante os 60 minutos de tempo méximo de

incubagio que experimentdmos.

A entrada, nos niicleos, dos complexos de Cr(IH) aqui estudados pode ter-se
processado através dos poros da membrana celular, por mecanismos que respondam a
gradientes de concentragdo, ou por mecanismos passivos de transporte. Dependendo da
carga global do complexo, esta entrada pode ser facilitada ou impedida por efeitos de
repulsdo da prépria membrana. Néo tendo sido removidos, pelas sucessivas lavagens
ap0s o periodo de incubagio (Ver Capitulo 7 -Secgfio D), a ligacio dos complexos aos
nicleos néo deverd, por conseguinte, consistir somente numa adsor¢do & membrana

nuclear, devendo estabelecer-se algum tipo de ligacdo quimica. Os complexos poderio



Cap. 6 - Interacgiio com maleriais biolégicos —— 206

ficar ligados a constituintes da membrana, especialmente a proteinas, embora a extensdo
dessa ligacio vd depender da cinética de substituicio de cada um deles, a menos que a
ligagio que se estabelega seja de natureza puramente electrostitica. Neste caso, os
complexos com carga positiva deveriam ser, em principio, aqueles com maior afinidade
para se ligarem & membrana e, de modo tanto mais eficiente, quanto mais elevada fosse
a carga do complexo. Pelas mesmas razdes, os complexos de carga neutra ou negativa
deveriam ser repelidos. Ainda pelos mesmos motivos, uma vez no interior dos nicleos
aqueles complexos poder-se-do ligar a proteinas e ou aoc ADN. Os complexos com carga
positiva podemn estabelecer interaccBes com os grupos fosfato do ADN, formando,
provavelmente , complexos do tipo de esfera externa, como também jd comentimos em
relacio a um trabalho recentemente publicado sobre o assunto [276]. Os complexos de
carga negativa, por sua vez, se entretanto (durante o processo de incubacfo) nio
sofrerem alteragdes muito significativas, poderfio, eventualmente, interactuar com as
histonas, as quais, sendo ricas em lisina e em arginina, possuem zonas carregadas
positivamente. Mas como as histonas também possuem grupos -SH livres, ha, de ignal
modo, a hipétese de se verificarem reacgdes de substitnicio com os referidos
complexos, mais dificeis de "desfazer" no caso do complexo com penicilamina, cuja
cinética, de um modo geral, € mais lente. Esta hipdtese nfio explica, porém, a fraca
ligacio do complexo tris(oxalato)cromato(IIl), com carga negativa (-3), o que leva a
supdr que ele é fortemente repelido pela membrana e nfo entra nos nicleos de modo
significativo. E, sendo assim, talvez pressuponha que se tenha estabelecido um qualquer
equilibrio, do tipo reversivel de abertura-fecho de ligagbes Cr-S, no caso dos complexos
[Cr(penk]- e [Cr(cys)o]~, mais lento para este primeiro composto (Ver Figura 6.2-a e
Capitulo 4). Como ambos os complexos (sem os niicleos) se mantiveram estidveis em
solucdo, a4 temperatura e durante o tempo de incubacdo das experiéncias, aquele
comportamento nio pode ser explicado por eventuais alteragdes estruturais, devidas a
hidrélise provocada pelo meio em reaccfo, capazes de conduzir a formacio de outros
complexos, provavelmente neutros ou mesmo positivos. Ambos os complexos i)ossuem

uma estrutura octaédrica distorcida, com os dois ligandos na forma tridentada,
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coordenados por trés dtomos dadores diferentes (N, O e S), tendo cada um deles duas
ligacBes Cr-S em posicdo irans [78,148]. Estas liga¢Bes t&m-se mostrado extremamente
14beis, quando comparadas com qualquer outra ligacdo Cr-X, sofrendo hidrdlise rapida
em solugfo aquosa a pH préximo de 7, por abertura da ligagio Cr-S (Ver Capitulo 4,
Secgio 4.3.4.3). Na interacgdo daqueles compostos com os niicieos pode entfio haver
possibilidade de se estabelecerem ligacSes entre estes complexos e constituintes da
membrana celular, por reacgdes que n#o cheguem a atingir o equilibrio
(termodinamicamente instaveis, portanto). Os valores de toma muito mais elevados nos
tempos iniciais (sem incubacio), os quais, alids, também j4 foram observados, embora
em menor escala, na interacgio de eritrdcitos com complexos que seguem diversos
"modelos” de comportamento, ao longo do tempo [55], podein, de algum modo, ser
interpretados 2 luz da hipétese posta na discussao anterior, de haver interacgio daqueles
compostos com a membrana. Equilibrios de competicdo, de formagfo de outras ligactes
com 0 crémio, por exemplo, com 4dtomos dadores das proteinas da membrana {que
constituem 75% das mesmas) podem ser estabelecidos rapidamente, e, devido &
Iabilidade da ligagdo Cr-S, voltar a "libertar" os complexos, j4 nfo necessdriamente sob
a forma inicial, apds se ter atingido o equilibrio (a abertura de anel Cr-S é uma reacgao
praticamente reversivel, nas condi¢Bes de pH estudadas [78,79,151]). Os residuos de
cisteina coordenada também poderdo estar envolvidas na formacfo de ligagGes S-S, por
ponte, que sdo estabelecidas e desfeitas com facilidade em processos redox, em sistemas

biolégicos [106].

O comportamento invulgar do bis(cisteinato)cromato({III) e do penicilaminato,
em termos de toma em funcfo do tempo de incubacio, j4 tinha sido observado para o
primeiro num estudo efectuado com eritrécitos [55], onde foi explicado por uma ligacdo
preferencial do complexo & membrana daquelas células, o que interferiria na quantidade
do composto entrada nas mesmas. Todavia, se se representarem, graficamente, as
quantidades daquele complexo que se ligaram aos eritrécitos em funcfio do tempo de
incubagio (segundo os resultados de uma tabela, no referido trabalho), obtém-se,

curiosamente, um "perfil" idéntico ao que resultou da interaccio deste mesmo
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composto, com os niicleos isolados (Figura 6.5).

Cr tolal nos erilrétitos
57

(10 molfedlula}
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tempe de fncubagdo / min

Figura 6.5 ~ Ligagéo do ifo complexo [Cr{cys)a]™ a eritrdcitos, em fungdo do tempo de incubagio;

representacfio prifica a partir dos dados da Tabela 1 [55]

E necessério referir que, muito recentemente [238], foi estndada a interacciio de
alguns complexos de Cr(IIl), incluindo o [Cr(cys)2]", com niicleos de esperma de
salmio, ndo tendo sido obtido o "padrio” de comportamento que foi observado no
nosso trabalho. No entanto, também ai n3o se conseguiu estabelecer qualquer relagio
aparente entre a carga e a toma dos diferentes complexos, parecendo apenas que, a
ligacdo aos nicleos, depende fundamentalmente da labilidade dos ligandos coordenados

a0 crémio, em determinados complexos de Cr(II1).
6.4 - Resumo e consideracdes finais

i) - Apesar de os complexos com carga positiva, em geral, se ligarem aos
nicleos de um modo dependente da concentragdo inicial e do tempo de incubago, ndo

se verificou uma relacdo directa entre a carga do complexo e aqueles dois factores.

ii) - Os complexos com carga negativa nfo se ligam aos niicleos de modo
significativo, excepto os que possuem ligacdes Cr-S, as quais, eventualmente, por serem
muito Iabeis lhes podem conferir capacidade de participar em reacgSes de substituigio,

rdpidas, que poderdo envolver mecanismos compiexos, e ainda desconhecidos.
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iif) - O factor cinético ndo pode ser o tUnico responsivel pelo comportamento
comentado em ii), pois também se sabe que o complexo neutro [Cr(Hedta)(H20)] pode
sofrer reacgdes de substituicio rdpidas em face de ligandos anidnicos [205] e nio
apresenta 0 mesmo tipo de comportamento que os complexos com cisteina e com

penicilamina.

iv) - Os compostos com a ligacdo Cr-S parecem apresentar uma certa
especificidade de reacgfo, a qual pode ter grande importincia a nivel da quimica
bioinorgénica, tanto mais que foram detectadas quantidades elevadas de [Cr(cys)2]- em

sistemas in viftro, apos redugio de cromato com cisteina [61,113,114,276].

As hipéteses que se apresentaram até agora sdo, na sua maioria, especulativas.
Serd, pois, necessédrio efectuar muito mais trabalho experimental, no dmbito e na
continuagdo do j4 realizado, no sentido de determinar a quantidade de crémio ligado ao
ADN apés a toma pelos niicleos, por isolamento do ADN desses niicleos incubados e,
nomeadamente, identificar os locais de ligacio preferenciais de qualquer um destes
complexos, 4 semelhanca de alguns trabalhos que recentemente t&m vindo a ser

publicados [238,248,252,254,259,264].
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7. Parte experimental

Neste capitulo faz-se a descricéo, tdo detalhada quanto a julgada necessdria, das
operagdes de indole experimental levadas a cabo ao longo do trabalho que conduziu a
escrita desta tese. O Capitulo estd dividido em Secgdes (A, B, C ¢ D), que
correspondem a cada um dos Capitulos da tese que incluem trabalho experimental
(Capitulo 3 - A; Capitulo 4 - B; Capitulo 5 - C e Capitulo 6 - D).

7.A - Parte experimental correspondente ao Capitulo 3
7.A.1 - Estados cinéticos de reacges de reducio de Cr(VI) por tidis

7.A.1.1 - Estudos cinéticos por espectrofotometria de UV/Vis: reducfio de Cr(VI)
pela glutationa

7.A.1.1.1 - Reagentes e equipamento

As experiéncias foram efectuadas usando como reagentes de partida KoCroO7
(Merck) e GSH reduzida (Sigma). Utilizou-se um espectrofotémetro de UV/Vis
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VARIAN DMS 600, tendo os espectros sido adquiridos & velocidade de 500 nm/min,
com corre¢io de linha de base (células de quartzo com percurso Optico de 1 cm).
Sempre que as reaccdes foram seguidas com o tempo, utilizaram-se os programas Cycle
e/ou Multi-A (do "software" daquele espectrofotémetro), que permitem registar uma
tabela de espectros em intervalos de tempo determinados, ciclos de 1 minuto neste caso,
além de valores de absorvéncia, a diversos comprimentos de onda fixos, previamente

escolhidos.
7.A.1.1.2 - Método experimental

As solucBes foram preparadas com concentracdes duplas das requeridas, de
modo a manterem estas concentracfes ao serem adicionadas na proporgio de 1Cr(VI):1
GSH. Concentracdes tipicas apés a mistura: [Cr(VI)] = 1 x 1073 mol dm-3; [GSH] = 10
x 1073 - 80 x 10-3 mol dm™3, ou seja, em proporgdes de 1 Cr(VI) : 10 - 80 GSH. O pH
de cada uma das solugdes foi inicialmente ajustado a 7.0 (£0.1) com solugdes aquosas
de KOH. As experiéncias foram realizadas 4 temperatura ambiente. Numa 2° série de
experiéncias, usou-se o mesmo método da alinea anterior, mas as solugdes foram
previamente termostatizadas (assim como as células), 4 temperatura de 25° + 0.5°C. As
reacgBes de reduciio de Cr(VI) foram seguidas pela variacdo de absorvincia, com o
tempo, a A=372 nm.

7.A.1.1.3 - Tratamento de dados

i} - Método das velocidades iniciais

A velocidade de reaccfio é medida no inicio da reaccfio, quando se sabe, com
rigor, a concentragio das espécies reagentes. As velocidades iniciais sfo estimadas a
partir das tangentes das representagdes graficas das absorvéncias iniciais em funcéo do
tempo. Este método evita interferéncias de equilibrios, normalmente pouco importantes
no inicio das reacgdes, ou de reacgfes laterais. No entanto, ¢ necessario um método de
aquisi¢io de dados preciso durante o primeiro 1% da reacgdio e que a reaccio seja
monitorizada numa regido em que haja grande variagfo espectral das absorvéncias
[137].

ii) - Determinacéio de kyps em condi¢des de psendo-primeira ordem

As constantes de velocidade observadas de pseudo-primeira ordem foram
obtidas das representagdes graficas de In(A ghg-A o) em fungdo do tempo.

iii) - Outros métodos

O célculo dos pardmetros a e b (Ver Capitulo 3, Secgéo 3.2), foi feito com o
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programa SIGMA PLOT, que utiliza um método iterativo de ajuste a uma dada funcfo.

7.A.1.1.4 - Tratamento cinético de um sistema de duas reac¢des consecutivas de 1°

ordem (sistema bifasico)

Os dados referentes & variacdo de absorvincia com o tempo, a 372 nm, para as
reacgOes de reducio de Cr(VI) pela GSH, foram tratados matematicamente com um
programa que permitiu um ajuste, por um processo iterativo, a uma dada equagfo pré-
definida [136], admitindo que o sistema consistia num sistema bifésico de duas reacgdes
consecutivas. Considerando as duas reacgSes de 1* ordem, as concentragdes das
espécies A, B e C, [A], [B] e [C], no instante t (equagio 7.A.1), sdo dadas pelas
expressdes seguintes (7.4.2), (7.4.3) e (7.A.4):

kg ko

Y > B -mmmen- > C (7.A.1)
[A]/[Ao] = exp(-k1t) (1.A.2)
[B]/ [Bo) =k1l[exp(-kot)-exp(-k i)}/ (kk2) (7.A.3)
[C1/[Ao] = 1+[{kpexp(-kit)-kiexp(-kat)} / (k; ko) (7.8.4)

em que [A,] = concentragio inicial de A, assumindo [B] = [C] = 0 quando t = 0.

A densidade dptica (absorvédncia) da solugfo, D, no instante de tempo t
(percurso éptico de 1 cm) € entfo:

D=gsA+eB+¢eC (7.A.5)
{ea, B € &, coeficientes de absortividade molar das espécies A, B, e C).

Considerando [Ao] = 1, pode definir-se a equagfio ndo-linear seguinte (7.A.6), que

relaciona entre si todos os parfmetros atrds referidos:

D =(eA-eC ) exp(-kit) + ki (eB-eC ) [exp(-kat) - exp(-kt)] / (k;-ko)+EeC (7.A.6)

Os valores de k;, ko e g podem ser calculados por um ajuste de minimos
quadrados a um conjunfo de valores de D, obtidos a tempos diferentes, durante a

reacgdo de reducgio. Como a equagio (7.A.6) é uma equacio ndo linear € necessario usar
um processo iterativo em que k1, ko e eg sfo parimetros desconhecidos, que vio sendo

ajustados apds se fornecerem estimativas desses parmetros. S3o sempre possiveis dois
conjuntos de solucGes de ky, ky e ey, que se ajustam igualmente 4 referida equaggo, os

quais correspondem a uma troca entre kj e k. Como importa ter em linha de conta que
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"uma absorvancia que aumenta rapidamente e decresce de modo mais lento nao implica,
necessariamente, uma primeira reac¢do rapida seguida de uma 2" mais lenta",
dependendo, além disso, dos coeficientes de absortividade das duas espécies Ae B, g e
€3, € necessdrio analisar com légica os dois conjuntos de resultados, para se poder
escolher criteriosamente um deles. No nosso caso, os valores determinados para £
permitiram escolher o conjunto de resultados "adequado”, com base no conhecimento
do valor do valor deste coeficiente de absortividade molar, obtido (da literatura) em

circunstiancias semelhantes [ 73).

7.A.1.2 - Estudos cinéticos por "stopped-flow"

7.A.1.2.1 - Reagentes e equipamento

« Redutores utilizados nestas reac¢des: L-cisteina e L-penicilamina (Fluka),
dicromato de potassio KoCroO7 (Merck), Tris .HCI (tris(hidroximetil)-aminometano)
(Panreac)e HEPES (acido N-2-hidroxietil)-piperazina-/N’-(2-etanossulfénico) (Merck),

todos utilizadas sem qualquer purificagdo posterior.

* Equipamento, de "stopped-flow", Photophysics, ligado a um
espectrofotémetro, por sua vez, ligado a um osciloscépio. O registo da evolucdo da
reacg¢do € seguido no ecra do osciloscépio, do qual se obtém fotografias, a partir das

quais se calcula a variagdo de absorvancia com o tempo.

» As experiéncias foram efectuadas no Departamento de Quimica, do
Q.M.W.College (Universidade de Londres).

7.A.1.2.2 - Método experimental

Na técnica de "stopped-flow" as duas solug¢des a reagir sdo misturadas, muito
rapidamente, numa cdmara de mistura projectada para que o fluxo de enchimento seja

turbulento e ocorra mistura completa. A cAmara de reac¢io segue-se uma célula de ob-

Camara de mistura

Figura 7.A.1 - Esquema de um equipamento de "sopped-flow": [282], Fig.26.2, pg780]
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servacfo, ajustada a um &mbolo que se move com a entrada das solugdes, disparando
um interruptor, quando cheia. A reac¢io decorre na solugfo perfeitamente misturada e é
monitorizada por leitura de uma grandeza proporcional & absorvancia (diferenca de

potencial). Esta técnica necessita de pequenas quantidades de solucio (Fig. 7.A.1).

» Concentractes das solucBes, apds mistura, preparadas em solugdes-tampo
Tris. HCI ou HEPES 0.05 mol dm 3, com pH ajustado a 7.0+0.1.

» As concentragdes usadas foram optimizadas de modo a estarem adequadas &

sensibilidade do equipamento disponivel.
* Todas as experiéncias foram realizadas 3 temperatura ambiente.

* As experiéncias foram repetidas pelo menos duas vezes, tendo-se ainda obtido,

para cada experiéncia, varios conjuntos de dados em escalas de tempo diferentes.
7.A.1.2.3 - Método de tratamento de dados

As fotografias obtidas em cada "run” representam a variacio, com o tempo, de
uma diferenca de potencial (proporcional 4 transmitincia da mistura em reacgfio). Os

dados sdo convertidos para valores absolutos de absorvancia, de acordo com:

Aops =1og10 (Vo !/ Vars)  (V=diferenga de potencial correspondente

a 100% de transmiténcia)

e tratados aplicando-Thes métodos usuais de tratamento de dados cinéticos (integragdo
de leis de velocidade) [283].

7.A.1.3 - Estudos de formaciio e de decomposigéio de intermedidrios tioéster em

reaccoes de reducio de Cr{VI) com tidis

7.A.1.3.1 - Estudo, por espectroscopia de Raman, de aspectos estruturais de

intermedidrio tioéster, na reaccfio de reducio de Cr(VI) pela glutationa

* Foram obtidos espectros de Raman das solugdes de Cr(VI) e de GSH, em
diversas condigGes experimentais, com o objectivo de identificar as bandas
caracteristicas de cada uma destas substéncias e escolher as adequadas para seguir estas
reacgdes de reducdo, por esta técnica. A evolugiio das reacgdes for seguida com o
tempo, registando a intensidade daguelas bandas a um dado comprimento de onda, ou

obtendo espectros sucessivos em intervalos de tempo determinados.

* Em todas as experiéncias foram utilizadas solugdes aquosas de dicromato de
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potassio, com concentragfio fixa de 0.10 mol dm3, e de glutationa, com concentragdes
varidveis entre 0.050 e 0.20 mol dm-3, sendo o pH ajustado a 7.0 com solugfio aquosa
de KOH.

*Qutras especificacBes experimentais estfio descritas nas legendas das figuras no
Capitulo 3, Secgio 3.4.2.

* Os espectros de Raman foram obtidos no Departamento de Quimica da

Universidade de Coimbra, com a ajuda do Professor Doutor J. Teixeira-Dias.
7.A.1.3.2 - Estudo cinético de formacio e decomposiciio de intermedidrios tioéster
em reaccdes de reduciio de Cr(VI) com tidis

7.A.1.3.2.1 - Reducio Cr(VI) com GSH (UV/Vis)

As reacgdes de formacfio e decomposig@o destes intermedidrios foram segnidas
com o tempo, registando a variacdo de absorvincia ao comprimento de onda fixo de
433 pm.

7.A.1.3.2.2 - Estudos por "stopped-flow"

» Usou-se, basicamente, o mesmo método descrito em 7.A.1.2. As reaccdes
foram seguidas ao comprimento de onda fixo de 460 nm.

* As concentracdes das soluges de Cr(VI) e de L-cistefna estdo especificadas
nas legendas das tabelas e figuras do Capitulo 3, Sec¢do 3.4.3.1.

7.A.2 - Produtos finais em reacg¢des de reduciio de Cr(VI])
7.A.2.1 - Reagentes, equipamento ¢ método experimental

Os re‘agentes usados neste estudo foram: KoCroGO7 (Merck), Cr(NO3)3.9H-0
(Fluka), L-~cistefna (Fluka) e L- ou D-penicilamina (Sigma), GSH e GSSG (Sigma).

Mark IV

CondigGes | UV/Vis DC v

solugio aquosa | células 1 cm (quartzo) | células ! cm (quartzo) | ===

estado solido sélidos liofilizados, em | pastithas do sdlido (1% | pastilhas do sélido (1%
pasta de Nujol em KBr) em KB

Equipamento VARIAN DMS 600 Dicr6grafo Jobin-Yvon, | Mattson Polaris ou’

Perkin-Elmer 683

Tabela 7.A.1 - Equipamento e métodos de obtengao de espectros de UV/Vis, DCe IV
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7.A.2.2 - Identificaciio de produtos finais

7.A.2.2.1 - Reacgies com cisteina e penicilamina

Os produtos finais das reacgSes de redugio de Cr(VI) com L-cisteina e L- ou D-
penicilamina foram identificados pelos respectivos espectros de UV/Vis e DC, em

solugéo.
7.A.2.2.2 - Reacgdes com glutationa

Os compostos sélidos usados neste trabalho {Capitulo 3 - Seccdo 3.5.2.2) foram
preparados de acordo com a literatura, excepto no caso do composto de Cr(IlI) com

GSSG, que foi obtido, em solucto, segundo a descrigfio seguinte:

» Misturaram-se 2x10-3 mol (0.8 g) de Cr(NO3)3.9H,O com 4x10- mol (2.45 g)
de GSSG, em 25 ml de etanol / 4gua 1:1. A solucgdo resultante foi aquectda durante 15
minutos num banho de dgua fervente, ao fim do qual foi adicionado 1g de KHCOs. A
mistura refluxou cerca de 4 horas, deixando-se, entfio, evaporar até cerca de metade do
volume inicial. A solucgio foi deixada arrefecer a temperatura ambiente, deixando-se
depois no frigorifico até ao dia seguinte. Ndo se obteve qualquer sélido a partir da

solug¢fio obtida, de cor vermelha.

Um outro conjunto de sélidos foi preparado fazendo reagir diversas misturas
Cr{VI)/GSH, nas proporgdes de 1 Cr(VI) : 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100 GSH,
durante 1 hora. Ao fim deste intervalo de tempo todas as solugdes foram congeladas
rapidamente em azoto liguido, sendo posteriormente liofilizadas. Os sélidos obtidos
foram caracterizados por UV/Vis (em pasta de Nujol) e por DC e IV (em pastilhas de
KBr).

Nas reacgdes de redugio de Co(VI) por GSH, em solugfio aquosa, os produtos
finais foram identificados, ou apenas tentativarmente discutidos, principalmente com

base nos respectivos espectros de DC.
7.A.2.3 - Cinética de formaciio de produtos finais
7.A.2.3.1 - Com cisteina e penicilamina

As reacgbes de formagdo dos produtos finais destas reacgdes foram seguidas por
D(C, a 612 nm (cisteina) e 610 nm (penicilamina).

[Cr(VD)] = 5x10-4 mol dm 3

[L-cisteina} = [L-penicilamina] = 1x10-2 mol dm™3
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7.A.2.3.2 - Com glutationa

A formag8o dos produtos finais destas reac¢des foi seguida por DC, a 500 nm.

7 - B (parte experimental correspondente ao Capitulo 4)

7.B.1 - Compostos de coordenaciio contendo a ligacio Cr-S
7.B.1.1 - Reagentes e equipamento

a) - As especificacbes dos reagentes utihizados na sintese dos complexos
estudados no Capitulo 4, foram as seguintes: cisteina (Fluka, purissimo), D- e L-
penicilamina e dcido tiomalico (Sigma), Cr(NGO3)3.9H20 (Fluka, puro), NaOH ¢ KOH
(Merck), KHCO3 e NaHCO3 (Carlo Erba). Qualquer destes reagentes foi usado sem
nenhuma purifica¢io posterior. Nos estudos de equilibrio e cinética utilizou-se DMF
{(Merck), NaClO4 (Fluka) e HCIO4 (Merck p.a). Todos os outros reagentes utilizados,
solventes incluidos, foram de qualidade p.a.

b) - As medices de pH foram feitas com um medidor de pH Metrom E 520.
As andlises termogravimétricas foram obtidas numa termobalanca Mettler M3.

As andlises elementares dos complexos foram efectuadas no Complexo 1, do
Institato Superior Técnico, Lisboa, (K[Cr(pen)s].2H20) e nos Servigos de apoio afectos

ao Departamento de Quimica do Queen Mary e Westfield College, da Universidade de
Londres, (Naz[Cr(tiomalato);]1.7H20). As quantidades de Na, K e Cr foram

determinadas por A. A. de chama, num espectrofotémetro de Absorcio Atémica Perkin-

Elmer 400, no Departamento de Quimica da Universidade de Avetro.

As experiéncias de "stopped-flow" foram efectuadas com um sistema Applied
Photophysics, no Departamento de Quimica do Q. M.W. College (Univ. de I.ondres).

7.B.1.2 - Método de sintese de compostos de coordenaciio contendo ligacdes Cr-S

Os complexos de Cr(IIl} estudados no Capituio 4, foram sintetizados usando os

métodos experimentais a seguir descritos.
7.B.1.2.1 - Sintese de M[Cr(cys);].2H20 (M=Na ou K)

Os sais de sddio e de potassio do anido complexo [Cr{cys),]~ foram preparados

seguindo os métodos publicados na literatura [126,148], com ligeiras modificagdes.



Cap. 7 - Parte experimental —— 218

Assim, foi utilizado Cr(NO3)3.9H»0O como reagente inicial de créomio e KHCO3 (ou
NaHCO3) para alcalinizar a mistura em reacg¢fo, em substituicio de KOH (ou de
NaOH). Os sélidos cristalinos obtidos foram sempre recristalizados mais do que uma
vez, por adicdo, muito lenta, de solugBes aquosas muito concentradas dos complexos
obtido a pequenas quantidades de etanol, em gelo. Os cristais, formados ao fim de
algumas horas, foram lavados com misturas arrefecidas de dgua-etanol ¢ acetona ¢

finalmente secos num exsicador, em vacuo.
7.B.1.2.2 - Sintese de K[Cr(pen),1.2H20 (pen=D- e L-penicilamina )

Este complexo foi sintetizado por um método andlogo ao usado para preparar o
composto anterior. Uma solugfio aquosa de Cr(NO3)3.9H20 (0.40g, 1x10-3 mol, Scm?)
foi adicionada gota a gota, com agitacdio, a outra solugo, também aquosa (5 cm?,
0.45g; 3 x 10°3 mol) de D- ou L~ penicilamina (com o aminoécido racémico nio se
conseguiu obter qualquer tipo de sélido puro). A mistura fol aquecida, num banho de
dgua, durante 5 minutos. Apés ter arrefecido a temperatora ambiente, adicionou-se-the
KOH (cerca de 40 cm3; 0.1 mol dm™3), gota a gota, com agitagiio vigorosa, até a mistura
tomar uma cor azul escura intensa (pH cerca de 8.2). Esta mistura foi evaporada a
secura num evaporador rotativo (sob vazio). O sélido obtido foi entdo dissolvido em
etanol fervente e levado novamente a evaporar no evaporador rotativo, até ao ponto
exacto de comecar a precipitar. A solucfo foi imediatamente filtrada e o filtrado posto
em gelo. Ao fim de 5 minutos, aproximadamente, comegaram a formar-se pequenos
cristais, de cor azul, em forma de agulha, que foram filtrados por vacuo. Como os
cristais apareciam sistematicamente contaminados com um sélido branco, este foi
posteriormente identificado, por espectroscopia de infravermelho, como KNOs3.
Efectuaram-se tantas recristalizagoes quantas as necessarias para purificar os cristais do
nitrato de potédssio formado, seguindo o método anterior {em etanol fervente). O

rendimento desta sintese foi de cerca de 37%.

7.B.1.2.3 - Sintese de Na3[Cr(tiomalato) ,].7H20

O método de sintese do sal de sédio deste complexo foi o seguinte: adicionaram-
se duas solugdes aquosas de Cr(NO3)3.9H-0 (1.60 g; 4 x 1073 mol; 5 cm3) e de dcido
tiomalico (1.20 g; 8 x 1073 mol; 5 cm3), deixando-se ferver a mistura durante 10
minutos, seguindo-se outros 10 minutos num banho de dgua fervente. O pH da solugfo
obtida (verde), que era de 0.6-1.0, foi. apds arrefecimento 3 temperatura ambiente,
ajustado com NaHCO3 a cerca de 6.8-7.0. Em seguida, a mistura foi mantida em
refluxo durante 3 horas. Depois de se adicionar & solugio resultante uma pequena
quantidade de etanol, gota a gota, esta foi deixada em repouso por um periodo minimo

de 2 dias, ao fim dos guais se filtrou um sélido, de aparéncia cristalina, de cor verde
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escura, que foi lavado com etanol, acetona e éter etilico. O sélido inicial, apesar das
varias tentativas de recristalizacdo a partir de solucdes de dgua/etanol, em proporgdes
variadas, apenas deu origem a pés com um aspecto menos cristalinos que o sélido

inicial.
7.B.2 - Estudes de equilibrio e estudos cinéticos

Os complexos usados nos estudos seguintes foram os sintetizados neste trabalho
(7.B.1.2).

7.B.2.1 - Condigdes experimentais tipicas

As concentractes das solugdes utilizadas para a obtencio dos espectros, foram,
de um modo geral (a ndo ser que tenham sido especificamente referidas outras

condi¢Bes experimentais, no texto ou nas legendas das figuras):

Vis:  1.0x10°3 mol dm™3 (solugdes dos complexos)
1.0x10-2 mol dm™3 (solugdes de HCIQ4 e de KOH)

UV:  solugBes cerca de 100 vezes menos concentradas que para o Vis

DC:  1.0x10°3 mol dm3 (solugSes dos complexos)
5.5%1072 mol dm™3 (sclugtes de CF3COOH)

Temperatura: As experiéncias foram efectuadas 4 temperatura ambiente (22°C)
7.B.2.2 - Titulacdo de solucdes dos complexos com CF3COOH, em DMF

As titulagdes, em DMF, efectuadas on pelo método normal oun por pontos, foram
seguidas por UV/Vis ou por DC, nos comprimentos de onda dos méximos das bandas
de menor energia, para cada um dos compostos. Em particular, uma das titulagdes por
pontos com o complexo de penicilamina, seguida por dicrofsmo circular: adicionaram-
se a volumes iguais de solugfio do complexo (25 ml), volumes diferentes e crescentes de
solugdo de 4cido. Apds se terem deixado as solugSes a equilibrar por alguns minutos
(10-30 min) foram obtidos os respectivos espectros de DC. Concentragdes iniciais das
soluges: [Cr(L-pen)y] = 9.8 x 10~% mol dm3; [CF3COOH] = 5.73 x 1072 mol dm™3.

7.B.3 - Estudos cinéticos por "stopped-flow”
7.B.3.1 - Método experimental

O método experimental seguido em experiéncias deste tipo foi jd descrito na
Secgio A deste Capitulo
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Nurma experiéncia tipica, efectuada 4 temperatura ambiente (cerca de 20°C),
misturaram-se volumes iguais de solugBes aquosas dos complexo, com forga idnica
constante, preparadas em NaClO4 0.1 moldm=3 e solugdes de HCIO4 com as
concentracdes requeridas. A variacio de absorvincia, lida de modo indirecto, foi
seguida no comprimento de onda miximo da banda mais intensa do complexo, a menor

energia:

608 nm para [Cr(L-cys) ]|~
606 nm para [Cr(L-pen)2]~ e {Cr(D-pen): |~

As concentragfes das solugdes dos complexos e de dcido utilizadas foram
ajustadas de modo a optimizar os decréscimos de absorvincia, em consonincia quer
com a sensibilidade quer com os tempos de reacgiio miximos e minimos possiveis de

ser medidos com o equipamento disponivel (Applied Photophysics).

7.B.3.2 - Tratamento de dados
7.B.3.2.1 - Determinacfio das constantes de velocidade de 17 ordem

Em fungio dos resultados obtidos, aplicou-se o tratamento cinético "tradicional"
para reacgdes de 1° ordem, representando-se graficamente In(A ,,-A ) em funcgio do
fempo. As representacOes lineares obtidas foram tratadas pelo método dos minimos
quadrados, ou seja foi-lhes aplicada uma regressdo linear, tendo as respectivas

constantes de velocidade, kg, sido calculadas a partir dos declives das rectas obtidas.

No caso do penicilaminato de Cr(III), usaram-se trés métodos de tratamento de
dados: representacdo de 1* ordem, método das velocidades iniciais e ajuste a condi¢des
de 1* ordem com o programa CONINFIN. Este programa, conjuntamente com uma
andlise de dados pelo método dos minimos quadrados atribui um valor infinito a uma
propriedade fisica medida no decorrer da reaccio (neste caso, a absorvéncia) como

pardmetro ajustavel [78].
7.B.3.2.2 - Determinaciio das constantes de velocidade de 2° ordem

As constantes de velocidade de 2* ordem referentes a cada experiéncia foram
determinadas a partir da representacgo grifica de kg, em fungfio das concentragdes de
dcido ntilizadas. No caso dos complexos de penicilamina, como aquela representago
grafica se afastava da linearidade para as concentracdes de dcido mais elevadas, as

concentragbes molares foram convertidas nas respectivas actividades [ 183].
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7 - C (parte experimental correspondente ao Capitulo 5)

7.C.1 - [Cr(L-ala)3]
7.C.1.1 - Sintese de [Cr{L.-ala);]

a) - Este composto foi preparado pelo método geral descrito no Capitulo 5,
Sec¢do 5.2. Efectnaram-se vdrias tentativas utilizando diversas proporgdes de reagentes,
1 Cr(IIl) : 3, 5, 6,10 L-alanina, até optimizar a obtencao do composto no estado sélido.

O método experimental seguido pode ser resumido do seguinte modo:

Proporcdes de reacciio: 1 Cr(JII) : 10 L-alanina

1) adicdo das soluges pH =273
i) aquecimento em banho de dgua, durante 0.5 h (solucéio de corroxa) pH=1.8
iii) neutralizagéo com NaOH 1M pH =67
iv) refluxo =~ 6-8 horas pH=5

v) filtragdo do Produto sélido:  lavado com virias porgdes de dgua quente, etanol,
acetona e éter etilico; seco num exsicador, em vazio
vi) caracteristicas  * cor rosa;

* textura acetinada; sélido microcristalino;

» emn algumas das amostras notou-se contaminaco

(s6lido branco), provavelmente L-alanina, usada em excesso

b) - Segundo Gillard et al [157] foram obtidas varias "colheitas" de solido: a 1*
"colheita", logo apds a neutralizagio da solugfio; a 2%, depois de arrefecimento

prolongado da solucfo filtrada (alinea anterior).
7.C.1.2 - Caracterizacfio elementar

Os diversos sélidos obtidos foram caracterizados por anélise elementar (% C,
%N e %H) segundo os resultados de dois laboratérios: {a)- Servigos do Departamento de
Quimica do Queen Mary and Westfield College, Universidade de Londres e (b)-
Servicos do Complexo I, Instituto Superior Técnico. A % em Cr fot determinada por A.

A. e a quantidade de 4gua calculada a partir de andlises termogravimétricas.
7.C.1.3 - Preparaciio de solagdes saturadas de [Cr(L-ala)s]

Uma pequena quantidade de sélido (= 30 mg) foi posta a agitar em 50 ml de
dgua, a temperatura ambiente, durante 30 minutos, ao fim dos quais a solugio foi

filtrada. Esta operagdo foi repetida sucessivamente, utilizando, nas vezes seguintes, o
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sé6lido filtrado na operacédo anterior.
7.C.1.4 - Determinacdo de £ e de Ae de [Cr(L-ala)3], em solacéio aquosa

Para determinar os coeficientes de absortividade molar, relativos aos espectros
electrénicos e de dicroismo circular, utilizou-se o seguinte método: pequenas
quantidades de sélido foram postas a agitar por 1-2 minutos, as solugdes resultantes
filtradas rapidamente e os espectros de UV/Vis e de DC obtidos de imediato. A

quantidade de cromio em cada solucéo foi posteriormente determinada por A. Atdémica.

7.C.2 - Sintese e separacio dos isémeros épticos do complexo [Co(IL.-ala)s]
7.C.2.1 - Introdugio

A sintese e separagio dos isémeros 6pticos deste composto foi efectuada
segundo as duas principais referéncias citadas na literatura [ 173,201], as quais, usando

métodos basicamente idénticos, descrevem a obten¢fio e a separagdo dos isdmeros de

[Co(L-ala)].

Na sintese de [Co(L-ala)z] podem ser usados, como reagentes de partida,
diferentes compostos de Co(IIl), a partir de cada um dos quais, por métodos distintos, €
possivel obter e isolar todos os isdmeros deste composto, embora por alguns dos

métodos se obtenham, preferencialmente, um on outro isdémero [ 173,191,192,198]:

i) - a partir de Co(OH)3: método "mais" recomendado para a obtengéo dos
isémeros o (trans(+) e trans(-)) [191].

fi) - a partir de [Co(NH3)glCly: método que permite obter essencialmente o
isémero B{(+) (= cis{+)). Mori et al [191] referem, sem especificar, que se obtém "o

isémero 3"

iii) - a partir de K3[Co(CO3)4]: por este método € possivel obter e isolar
isémeros quer do tipo o quer do P, em proporgdes de 50% de cada [192] (Mori et al

{191] n#o especificam, mais uma vez, quais as formas de cada tipo).
7.C.2.2 - Sintese e separacio dos isémeros de {Co(L-ala);]
a) - Isémeros trans(+), trans(-) e cis(-)

Para preparar estes trés isémeros seguiu-se a primeira das referéncias anteriores
{1731, introduzindo-lhe ligeiras alteracBes, pois, além de ser um pouco mais recente,

pareceu-nos mais facilmente exequivel:
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1°) - Comegou por se preparar o composto de partida, Co(OH)3, a partir da
mistura de Co(NO3)3.6H50 (5.1 g; 0.02 mol) com uma solucdo aquosa, quente, de
Na,;B40+.10H,0 (11 g; 0.003 mol) e com uma pequena quantidade de solugio aquosa

de NaOH (até se comegar a notar a formagdo de um precipitado), seguida de oxidagZio
por H505, com arejamento vigoroso simultineo (cerca de 1.5 horas). Obteve-se, apds

filtracfio, um precipitado castanho, de Co(OH)s.

2°) - Misturou-se o hidréxido de cobalto(IIl), Co(OH)3, com uma solucio
aquosa de L-alanina, na proporgdo de 1:3. A solug¢fio resultante foi mantida em refluxo

durante cerca de 8 horas.

3°) -Os sdlidos correspondentes aos isdmeros trans(+), trans(-) e cis(-) foram
obtidos do seguinte modo:

i)- trans(+): isémero mais insoldvel, obtido directamente por filtragio da
mistura reaccional anterior, apds concentracdo da solucgfio (cristais violeta, em forma de
agulha)

i1)- trans(-): obtido por separaciio cromatogréfica, numa coluna de alumina, com

etanol : dgua (1:1) como eluente (banda violeta)

ii1)- cis (-): obtido por precipitagio lenta, apds adig¢io de etanol. Tal como

referido na literatura [ 173,199], este isémero foi obtido em muito pequena quantidade.
b) - Isémero cis(-+)

Este isémero foi sintetizado segundo o método de Mori ef af [ 191}, usando como
composto de cobalto de partida, o [Co(NH3)]Cls, o qual, por sna vez, foi preparado

segundo Bjerrum er al [284]. Foram utilizadas as proporgGes de:
1 [Co(NH3)ICly :3 S-alanina : 4 KOH
tendo sido obtido um sélido, de cor rosa, com aparéncia n3o cristalina.

As tentativas de recristalizagio deste isdémero ndo foram bem sucedidas. Como
ele é praticamente insoltivel em 4dgua, foi dissolvido em 4cido, adicionando-se-The em
seguida um pouco de dgna, ou uma mistura de dgua e etanol, mas foi-nos impossivel
voltar a obter o composto no estado sélido. Pelos mesmos motivos, foi-nos também

impossivel efectuar qualquer tipo de purificagdo cromatografica deste isémero.
7.C.2.3 - Determinacio da solubilidade, em Aguna, do isémero B-cis(+)-[Co(L-ala);]

Admitia-se que este isdmero sé era soliivel em solucdes de acido forte. No
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entanto, foi possivel determinar a solubilidade deste isémero em 4gua, "dissolvendo”
pequenas porgdes de sélido neste solvente, usando ou ndo aquecimento moderado, com
agita¢do vigorosa e continua durante intervalos de tempo varidveis (nalguns casos até
varios dias), filtrando as solucdes e determinando a quantidade de composto dissolvido
(por atomo de cobaito) por A. A. de chama (admitindo que o referido isémero era a
inica espécie de cobalto presente na solugdo). Apesar destas experiéncias terem sido
repetidas diversas vezes, vartando a temperatura e(ou) o tempo de agitacfo, nfo se
verificaram variagdes significativas nos valores encontrados. O valor calculado para a
solubilidade deste isémero, em 4gua, resultante da média de pelo menos dez ensaios, foi
de 2.5x103 g dm?, ou seja, 7.7x10-0 mol dm-3.

7.C.2.4 - Determinaciio de € e de A de [Co(L-ala)3], em solucfio aquosa

O célculo de € e Ae do isémero B—cis(+)—[Co(L—ala)3], em solugio aquosa,
(espectros de UV/Vis e de DC), resultou da preparaciio de solugSes saturadas deste
composto, do registo dos referidos espectros ¢ da determinagiio da quantidade de
cobalto, em cada solugfio, por A. A. (dissolvendo pequenas quantidades de sélido em
volumes iguais de solvente, mantendo a agitaciio durante intervalos de tempo iguais, de
modo a nfo se verificarem alteragBes visiveis nos espectros obtidos). No entanto,
devido & quase insolubilidade deste isémero em 4gua, a pequena intensidade das bandas
(em especial nos espectros de UV/Vis) ¢ &s "condigBes limite" de sensibilidade e de
resposta do espectrofotémetro de DC, apenas foi possivel determinar, com alguma
precisdo, a absortividade molar do maximo da banda de sinal positivo observada no
espectro de DC (A€ (550 nm) ~ 3.6 + 0.8 mol-! dm 3 cm-1).

7.C.3 - Sintese de complexos de Cr(IIl) com L-leucina, L-isoleucina e L-valina
Todos os aminodcidos ntilizados eram de qualidade Merck.

Os compostos foram sintetizados segundo os métodos a seguir descritos. A
respectiva caracterizagfo elementar (% C, %N e %H) foi efectuada no Complexo 1,
Instituto Superior Técnico, excepto o complexo de I.-valina, [Cr(L-valO-)o(L-
valOH)» INO3.6H20, que foi também analisado no Queen Mary and Westfield College
(Univ. de Londres). A percentagem em Cr foi determinada por A. A. ¢ a quantidade de

dgua calculada a partir de andlises termogravimétricas.
7.C.3.1 - Cr(IIT) / L-leucina: método em solucio [184]

Uma mistura de 0.35 g (1x10-3 moles) do complexo [Cr(NH3)gl.(NO3)3 e de
0.39g de L-leucina (3x10~3 moles) foi dissolvida em 60 ml de 4gua quente. A solugfo

resultante foi aguecida em banho de dgua fervente durante cerca de 3 horas, até se
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obterem cristais de cor rosa, que foram lavados com dgua e com etanol. O sélido foi

deixado a secar num exsicador com silica-gel.

7.C.3.2 - Cr(IIl) / L-isoleucina
i) - Segundo o método geral descrito no Capitulo 5, Seccéio 5.2

Foi seguido praticamente o mesmo procedimento experimental usado para a
preparacio do composto com L-leucina, excepto no tempo de refluxo, apés a
neutralizaco da mistura em reaccdo, que neste caso foi de 3 horas. Obtiveram-se

cristais de cor rosa~-vermelho.
ii) - Segundo [ 184], método em solucio

Preparagio efectuada de modo andlogo a4 do composto com L-leucina, excepto

no volume inicial de soluggo que foi de 10 ml. Obtiveram-se cristais de cor rosa.

7.C.3.3 - Cr(I1l) / L-valina: sintese de [Cr(L-valO-)a(L-valOH},INO3.6H2O por um
método andlogo ao descrito no Cap. 5, Seccfo 5.2

Este complexo foi preparado por reacgiio de uma solucfic aquosa de
Cr(NO3)3.9H20 (5x10 -3 mol em 5 ml de d4gua) com uma solugio aquosa de L-valina
(20x10-3 moles em 40 ml de 4gua). A mistura refluxou durante 1 hora, sendo o pH
ajustado a 7.0 com solugio concentrada de KOH, apds ter sido deixada arrefecer a
temperatura ambiente. A mistura fol novamente aquecida com refluxo por mais 1.5
horas, deixada evaporar até o volume inicial se reduzir a cerca de metade e finalmente
deixada em repouso até ao dia seguinte. Depois de filtrar a mistura e de lavar o sélido

com etano} e acetona, isolaram-se cristais do composto, de cor rosa avermelhada.

7.C.3.4 - Determinacio da estrutura cristalina do complexo de Cr(IIf) com
L-valina [Cr(L~valO-) 2(L-valOH}) , INO 5.6 H>O [214]

Este complexo de Cr(lIl) com IL-valina, tem como férmula empirica
CrCopHs4Ns0O17, correspondente a [Cr(L-valO-)2(L-valOH)2]NO3.6H,O de
Mr=688.69 ¢ D, = 1.178 g cm™.

Alguns dados referentes a estrutura cristalina:

Sistema trigonal; dimensdes da célula unitdria: a = b = 17.012(2), ¢ = 11.516(1) A;
a=b=90", t = 120°; V = 2886.3(5) A3; grupo espacial Paaj, Z = 3; Mo-K5 = 0.71065;
m=0.363 mm -1 '

Os dados de difracgfio de Raios-X foram obtidos num difractémetro CAD4, em
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"w/2q scan mode"; o nimero de reflexdes medidas foi de 5635, 3401 tinicas e 1807
observadas, com [F > 4sF;]. A estrutura foi resolvida por métodos directos e o
refinamento efectuado por minimos quadrados de matriz complementar, com base em

valores de F2, com a inclusfo de dtomos de hidrogénio; R = 0.0682 (195 pardmetros).

7.C.3.5 - Aplicaciio da Espectrometria de Massa a estudos estrutnrais de
complexos de Cr(III) com L-alanina, L-leucina, L-isoleucina e L-valina

Os Espectros de Massa foram adquiridos num equipamento VG AutoSpec Q
(VG Analytical, Manchester, UK}, equipado com um canhéo de césio. A intensidade do
feixe de césio foi de 2 mA, com 15 KV, sendo de 8KV a voltagem de aceleracio. Os

espectros de CID foram adquiridos nsando He como gis de colisfo. Utilizou-se uma

reducio de 40% no estudo do "ido-pai". As amostras foram preparadas de modo a que

cada substincia se encontrasse numa solugdo de DMSO / glicerol a 1:1 (v/v).

7 - D (parte experimental correspondente ao Capitulo 6)

7.D.1 - Interacciio de compostos de coordenaciio de cromio(III) com material
biolégico (nitcleos do timo de vitelo)

7.D.1.1 - Obtencdo de niicleos do timo de vitelo

Basicamente, foi utilizado o procedimento experimental proposto por
Beyersmann et al [235], com algumas modificagtes.

7.D.1.1.1 - Preparacio da soluciio "tampio-padrio”

A composigiio do tampdo utilizado na extracciio e isolamento dos nicleos de

timo foi a segninte:

10 mM em Tris.HCI (= trishidroximetil(metilamina) = TRIZMA®)
10 mM em MgC12.6HgO 50 mM em NaHSO3 0.5 M em sacarose

» Como a solugiio resultante era um pouco mais dcida do que o pretendido (pH = 5.6),

ajustou-se o pH ao valor requerido (6.5 ), com solugio aquosa de NaOH.

+ A solucfo de sacarose foi sempre preparada imediatamente antes de ser utilizada na

preparacdo do "tampdo-padrdo”, pois € sujeita ao desenvolvimento de bactérias.

* A solugfio "tampdo-padrdo”, embora preparada a temperatura ambiente, foi mantida,

para uso posterior, a 4 "C.
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7.D.1.1,2 - Extracciio dos niicleos de células de timo

Cortaram-se em pequenos pedagos, cerca de 10 gramas de timo de vitelo,
congelado, ao abrigo da Iuz, os quais foram mergulhados em 10 ml de solugdo "tampao-
padriio", previamente arrefecida em gelo. Moeu-se a mistura num moinho Omnimix
Sorvall (posic¢do 1; trés vezes, cerca de 10 segundos cada), com o respectivo contentor

colocado em gelo para evitar aquecimento durante a trituracgo.

A mistura resultante foi filtrada por uma camada de 14 de vidro, ou de tecido, de
modo a ficarem retidos no filtro os pedagos ndo suficientemente bem triturados. De
seguida, procedeu-se & lavagem da suspensfo de niicleos assim obtida. Para esse efeito,
a suspensdo foi centrifugada, a 4°C, durante 10 minutos, a 1 000 g (= 2 000 rotagdes /
minuto) e depois decantada, voltando a ser "ressuspensa” em 10 ml de "tampio-
padrio”. O processo foi repetido trés vezes. ApSs a tltima lavagem, o liquido

sobrenadante foi aspirado com trompa de vicuo.
7.D.1.1.3 - Contagem dos nicleos

Mantendo em gelo os niicleos obtidos depois da Gltima lavagem, foram-lhe
adicionados 10 ml de solucdo "tampdo-padrio”. A suspensdo resultante foi, entdo,
vigorosamente agitada (vortex). Em seguida, foi diluida 100 vezes.

Os nicleos foram contados estatisticamente, por média de vdrias contagens,

numa célula de contagem {placa Neubauer) adaptada a nm microscépio éptico.

A suspensdo de miicleos foi entdo diluida, de modo a obter uma concentragdo de
cerca de 6x107 niicleos/ml, operagéio que implicou, na quase totalidade das experiéncias
efectuadas, uma diluic&o, da suspensio inicial, de cerca de 100 vezes.

7.D.1.2 - Incubaciio dos niicleos isolados com complexos de créomio(ITT)

Os niicleos de timo, na proporgio, em volume, de 1 de nicleos : 1 dos outros
componentes da mistura (concentracio final de 3x107 niicleos/ml), previamente
isolados e contados, foram incubados, a 37°C, durante intervalos de tempo variaveis (0,
10, 30 e 60 minutos), com solucSes dos varios compostos de coordenacio de
crémio(IIl) usados neste estudo, em concentractes de 0.5, 1 e 2 mM, preparadas na
mesma solucdo "tampéo-padrio” utilizada no manuseamento dos nicleos. Em cada
experiéncia, foram ainda efectuados, em paralelo, um ensaio em branco e um ensaio
com CrClz.6H-0 (cloreto de crémioflIll) comercial, Merck), como composto de
controle. Foram efectuadas trés réplicas de qualquer dos ensaios.

Apds a incubagdo, todas as amostras foram centrifugadas, durante 10 minutos, a
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20 000 rotacdes / minuto, a solugio sobrenadante decantada e as "pellets” resultantes
(suspenstes "so6lidas") lavadas com [ ml de solucio "tampdo-padrio” (agitagio

manual). O processo foi repetido trés vezes.

Este procedimento experimental foi repetide num outro comjunto de
experiéncias, apenas com o factor adicional de, durante a incubagio, os niicleos terem
sido agitados continuamente por um processo mecinico.

7.D.1.3 - Mineralizacio dos nitcleos, apds incubacio

Aos tubos ependorf contendo as "pellets" obtidas apds a dltima lavagem foram
adicionados 0.1 ml de HNO3 65% (MercK, p.a.) e 0.1 ml de HoO» 30% (MercK,
qualidade suprapura, de modo a evitar contaminag¢io com crémio proveniente destes
reagentes). As amostras assim preparadas forain levadas & secura (cerca de 95°C),

durante uma noite.

7.D.1.4 - Determinacio da quantidade de crémio (cromio total) nos niicleos
incubades, por Absorcio Atémica com Atomizaciio Electrotérmica e
plataforma de L vov

As amostras, mineralizadas, foram analisadas por Espectrofotometria de A. A.
com Atomizagdo Electrotérmica e plataforma de L"vov. Para tal, o contetido dos tubos
ependort (alinea anterior) fol dissolvido em cerca de 1 ml de HNO3 0.2 %.

A determinacfio da composi¢io em crémio de cada amostra (crémio total), foi
feita com base numa recta de calibracfio. A referida recta foi constituida com 10 pontos,
correspondentes a 10 solugdes-padrdo com concentragdes de crémio diferentes, numa
gama de 0.02 a 0.5 mM, incluindo um "branco” correspondente a uma concentragio 0.0
em cromio (solugdo de HNO3z 0.2%, supra-puro, usada também como solvente para
preparar as outras solugoes-padrdo). Sempre que necessirio, as amostras foram diluidas
com HNQ3 0.2 %, de modo a que os valores de absorvéncia lidos cajssem "dentro" da
recta de calibragdio, isto €, estivessem na zona linear da referida recta. Usaram-se duas

réplicas de cada solugio.

Para verificar a fiabilidade do método de determinagio de crémio neste tipo de
amostras, isto é, testar a influéncia da matriz nos resultados obtidos, além das amostras
preparadas pelo procedimento experimental descrito, foram também usadas amostras de
nicleos na solugio "tamp&o-padrdo” (brancos), &s quais se adicionaram quantidades
bem definidas de solugdes padrio de crémio ("spikes™). A concentragio de crémio total
nestas dltimas amostras fol determinada pelo método anterior e comparada com as

quantidades de crémio que thes tinham sido previamente adicionadas, tendo os
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resultados obtidos sido satisfatoriamente concordantes com os esperados.

Controlo Cond.
Toma (mol Cr/nicleo)x 1017 ("CrCl3" exp.
Composte Cone. 0.5 mM 1.0 mM 2.0 mM 2.0 mM
compl..
T.ine. [0 |9.95x0.66 19.7742.36 | 35.57+0.23 3.22+1.02 Sem

[Cr(cys)a]- 10 {3.94£0.39 10.64+0.85 17.31+0.23 4.43+0.03 agita-

30 13.68+0.04 7.59+0.33 15.70+2.27 6.86+0.52 cdio

60 | 3.74+0.26 6.27+:0.30 14.55:0.98 12.81x1.51

0 |4.64+0.80 0.45+3.05 21.27+1.90 1.36:0.43
[Cr(cys)a)- 10 |2.82+0.35 7.37:1.87 10.30£0.11 3.68£0.24

30 |2.9320.08 5.5820.60 9,60+1.35 5.20+0.03

60 | 2.56+0.16 4.16+0.30 7.64:0.03 8.98+0.54

0 6.18+1.07 12.60+4.06 28.36+2.53 1.81x0.57
[Cr(cys)s} 10 |3.76£0.46 0.83+2.50 13.7420.15 | 4912032

30 [3.91+0.11 7.5720.79 12.80=1.80 6.9320.004

60 | 3.42+0.21 5.550.40 10.19:£0.03 11.98+0.72

0 }17.19%1.10 134244231 67.78+1.98 1.8120.57
[Cr(pen)2}- 10 |14.52£0.27 27.06£0.26  52.43%6.54 | 4.9120.32

30 |14.53+0.13 26.70:2.09 | 52.73x1.47 6.9320.004

60 | 9.5143.47 17.93£1.62 | 35.61=1.08 11.980.72

0 |2638:080 56712052  [39.94+435  [2.55:0.52
[Cr(pen)z)- 10 |2582+1.73 48.033.49 52.43+3.85 2.85+0.19

30 }19.38x0.29 32.87+£2.95 68.73x0.42 4.21+0.46

60 | 15504028  |26.96x1.21 65.63x4.57 | 7.630.23

0 0.2240.03 0.36:0.08 0.58+0.23 3.22+1.02
[Cria)HO)} 10 §0.46:034 0.42+0.08 0.25+0.14 4.4320.03

30 | 0.2420.05 0.32::0.01 0.65:0.06 6.86:0.52

60 | 0.44+0.01 0.50:0. 14 0.23+0.06 12.81+1.51

0 |0.96x0.03 1.91+0.19 1.93x0.21 2.55+0.52
[Criem)3 P+ 10 | 0.84:0.06 0.66+0.11 2.21x0.37 2,85:0.19

30 |1.2040.57 2.74+0.33 2.09£0.023 4.2120.46

60§ 1.83:+0.22 1.87+0.26 2.93:0.34 7.63+0.23

o |0.77x0.05 1.340.02 3.50+0.82 2.55+0.52
[Cr(hist)T* 10 | 0.9540.001 2.28+0.23 3.14+0.95 2855019

30 11.21x0.51 3.71+0.86 4.05+0.24 4.21+0.46

60 [1.2230.004 | 4.20+1.05 10.004:6.11 7.63:0.23
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0 |2.08+0.52 2.40 4,19+0.17 0.89+0.12 Com
[Cr(cys)2]- 10 [ 0.99+0.07 1.38+0.01 2.38+0.07 0.88+0.13 agita-

30 |1.21x0.05 1.8420.08 2.260.07 1.3620.06 ¢ciio

60 | 1.03+0.03 1.43+0.13 2.26£0.42 1.90£0.17

0 |[3.60+0.33 7.10£0.34 14.75+0.28 0.89+0.12
[Cr(pen)2}- 10 |3.84+0.01 7.5220.07 15.80+0.18 0.88+0.13

30 |3.9440.14 7.18+0.24 14.54:+0.49 1.36:0.06

60 | 3.27+0.40 7.10+1.16 13.51+0.19 1.90+0.17

0 10011620007 | 0.025320.0104 0.031120.0111 | 0.89+0.12
[Cr(ox)31 10 | 0.0159+0.0002 | 0.0582+0.0432 | 0.0955+0.072 | 0.88+0.13

30 | 0.0054+0.0002 | 0.017420.0050 § 0.0259:+0.0011 | 1.36:0.06

60 | 0.0452+0.0336 | 0.0050::0.0052 | 0.060+0.022 | 1.90+0.17

0 | 0.0989+0.0095 | 0.1936x0.0356 | 0.3433+0.0330 | 0.489:0.147
[Cr(em)3** 10 [ 0.2050+0.064 | 0.3329:0.0426 | 0.65030.1196 { 0.240+0.008

30 [ 0.1093+0.0085 | 0.2761+0.0167 | 0.5698+0.1038 | 0.8020+£0.073

60 | 0.1727+0.0137 | 0.2761£0.0498 1 1.125+0.6134 | 1.029+0.256

0 10309+0.000 |0.219+0.004 {1.255+0.035 | 0.489+0.147
[Cr{H20)61* 10 10.299:0.054 | 0.292+0.054 | 0.324+0.182 | 0.240+0.008

30 [0372+0.001 [ 0.562+0.069 | 0.987+0.015 | 0.802:+0.073

60 |0.506:0.093 [ 0.711x0.081 | 1.855:0.014 | 1.029+0.256

Tabela 7.D.1 - Toma de complexos de Cr(II) por nicleos isolados de timo de vitelo, considerando os

desvios padraodo conjunto de ensaios efectuados (1. inc=tempo de incubacgo; conc. comp.=concentragao

inicial dos complexos)

7.D.2 - Tentativa de estude da toma de {Cr(cys)2]” com a variacio de pH

Apés a verificagio de que os resuitados obtidos na toma de [Cr(cys)a]™ (e de

[Cr{pen)y]”) eram distintos dos obtidos com os outros compostos de coordenagio

testados (Ver Capitulo 6, Secg@o 6.3) e, com o objectivo de tentar relacionar a referida

toma com a especiagdo daqueles complexos em solugfo, fez-se a tentativa de estudar a
toma de [Cr(cys),]-, a diferentes valores de pH.

7.D.2.1 - Método experimental

Foi utilizada uma solug¢do tampdo, modificada da originalmente utilizada, por
substitni¢do de Tris.HCl por KH,PO4 / NapHPO 4, a dois valores de pH diferentes (5.6 e
6.6), mantendo uma forga iénica semelhante a do outro tampao.
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7.D.2..2 - Isolamento dos niicleos

Fizeram-se algumas tentativas, que n#o resultaramn para nenhum dos valores de
pH experimentados. As "pellets” preparadas aqueles valores de pH apresentaram uma
consisténcia de cola. Analisando-as ao microscdpio, verificou-se que apenas alguns
niicleos se tinham mantido intactos. A quase totalidade tinha sofrido rotura de
membrana e todo o material nuclear se encontrava disperso. Foi, portanto, impossivel
preparar a suspensdo de niicleos e tratd-la de modo semelhante ao procedimento
experimental descrito em 7.D.1.1.

7.D.3 - Caracteristicas do equipamento de Absorcio Atémica atilizado e condicdes

experimentais

Equipamento: Espectrofoiémetro Perkin-Elmer 2380 HGA-400

Camara de grafite, com plataforma de L"vov

Fenda: 0.7

Lampada: de Crémio, de Citodo Oco Comprimento de onda: 357.9 nm
Leitura: Absorvéncia Correcgfio da linha de base

Pico (drea de integragdo): 10 s Gas de arrasto: Argon

Volume de cada amostra ; 20 ml

‘Temperatura / °C 2650
Rampa/s 30
"Hold" /s 2
Fluxo interno de gds ml/min 0

Tabela 7.D.2 - Programa de temperaturas (um tnico passo), destinado a um tubo de grafite novo

Passo 1 2 3 4 5 6
Temperatura /°C 50 130 1000 12500 |2600 120
Rampa/s 5 15 10 0 1 1
"Hold" /s 20 10 20 10 S 10
Leitura X

Fluxoe interno de gias ml/min 30 50 50 0 50 50

Tabela 7.D.3 - Programa de Temperaturas (*{ornecido pela Perkin-Elmer ac Grupo de Bioquimica da

Universidade de Bremen)



Cap. 7 - Parte experimental —— 232

7.D.4 - Algumas consideracdes acerca da determinaciio de crémio em amostras

bioldgicas

Segundo C. Veillon [285], "a determinagfio de crémio em materiais bioldgicos €
uma das andlises mais dificeis que alguém se pode propdr efectuar”.

A determinacgfio de crémio é extremamente dificultada devido as quantidades,
muitissimo pequenas, deste elemento presentes em materiais bioldgicos, as quais, em
geral, t&ém concentra¢Ses ultravestigiais, <lpg / g. A Activacio de NeutrSes, a
Espectrometria de Massa ¢ a Absorgio Atémica com Atomizagio Electrotérmica (com
cimara de grafite e plataforma de L"vov) sfo os métodos analiticos cuja sensibilidade ¢
adequada 4 determinagdes de quantidades de crémio daquela ordem de grandeza,
embora o idltimo destes métodos seja o mais frequentemente utilizado, por ser mais
econdémico e necessitar de quantidades de amostra da ordem de 5-30 pl. No entanto, os
primeiros resultados referidos na literatura, obtidos por esse método, sdo,
provavelmente, errados (demasiado elevados), devido as limitacSes da sensibilidade da
instrumenta¢io disponivel nessa época. Quando se verificou que as quantidades de
crémio excretadas, provenientes de qualquer dieta comum, eram muito superiores as
que podiam ser absorvidas, gerou-se grande controvérsia quanto a validade daqueles
resultados. O dilema foi resolvido, em 1978, quando Guthrie et af [286] demonstraram
claramente que aqueles valores elevados se deviam a uma correc¢do inadequada do
"background”, entretanto melhorada na instrumentagfo posterior. Actualmente, com os
limites de detec¢do permitidos pelos instrumentos modernos disponiveis, em especial
apés o avanco obtido com o revestimento pirolitico dos tubos de grafite, ¢ com um
rigoroso controle de possiveis contaminagdes (meio ambiente, métodos de amosiragem,
reagentes, armazenamento), é possivel determinar directamente, em algumas amostras,
concentragdes de cromio da ordem dos 0.1ppb [286].

Apesar das vantagens referidas, a absor¢io at6mica & a técmica mais susceptivel
a efeitos de interferéncia de matriz (nomeadamente matrizes biolégicas muito
complexas), 0 que a torna sujeita as mais diversas fontes de erro. Durante a digestfio, ou
processo andlogo, podem verificar-se perdas de "crémio volatil" (interferéncia negativa)
e efeitos de absor¢ao-ndo especificos (interferéncias positivas) causados por dispersio
de luz e/ou por espécies moleculares (as quais podem ser eliminadas por correcgio de
"background" com ldmpada de deutério). Além disso, como a camada de material no
tubo de grafite é consideravelmente mais espessa que nos outros casos, a velocidade de
atomizaco pode sofrer alteragSes, significativas.

Apesar de terem sido efectuados muitos e variados estudos sobre os diversos

factores que podem afectar a determinaciio de crémio por absor¢do atémica em
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amostras bioldgicas, ndo existe ainda nenhum tratamento que possa ser aceite como

"padrdo” para qualquer material biolégico [287]. Em caso de divida, serd sensato ter em
atencdo que:

"Unless the complete history of any sample is known with certainty, the analyst
is well advised not to spend his time analysing it"
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