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RESUMO

COMPLEXOS DE METAIS DE TRANSICAO PARA O DESENVOLVIMENTO

DE NOVAS DROGAS NEUROATIVAS

As funcbes biolégicas e a utilidade farmacoldgica desempenhadas pelos
ligantes L = 4-aminopiridina e histamina no meio fisiolégico nos levou ao
desenvolvimento de compostos luminescentes e fotolabeis do tipo metal-L
capazes de liberarem L quando irradiados com luz visivel. Nosso interesse
neste tipo de compostos estdo direcionados tanto para pesquisa fundamental
como para a aplicacdo destes compostos como agentes terapéuticos. Neste
trabalho, nés descrevemos a sintese, estudos fotoquimicos e fotofisicos e as
propriedades de interacdo com a proteina do soro albumina bovina (BSA) com
complexos do tipo cis-[Ru(phen),(L)2]**, phen = 1,10-fenantrolina e L =
histamina (Ru-him) e 4-apy (Ru-4apy). Os experimentos de RMN de *H e os
calculos de DFT confrmam a presenca de dois isébmeros de ligacéo
(coordenados ao centro metélico pelos nitrogénios da histamina N1 ou N3)
para o complexo Ru-him. Em CD3CN o isdmero remoto (R), Ru-N1(histamina),
esta presente em maior proporcdo. Entretanto, em solventes proticos como
CD30D o isdbmero adjacente (A), Ru-N3(histamina), € o mais abundante. A
cinética de decaimento de fluorescéncia para o complexo Ru-him apresenta um
decaimento bi-exponencial (t; = 184.7 ns e 1, = 43.76 ns) concordante com a
observacao de dois isdbmeros.

Os complexos cis-[Ru(phen),(L),]** sdo sollveis em &gua, apresentam
absorcao intensa no visivel (~ 490 nm, 13000 mol™ L cm™) e emiss&o larga a

640 nm. Estes compostos sdo estaveis termicamente em solugdo aquosa e em



solventes organicos quando estocados por tempo indeterminado no escuro,
mas apresentam reatividade fotoquimica quando irradiados com luz visivel (420
nm). A fotélise com luz de 420 nm dos complexos cis-[Ru(phen)z(L)2]** em
CH3CN e CH30H resultaram na liberacdo do ligante L e na formacdo do
complexo cis-[Ru(phen)2(CHsCN),]**. A liberacdo fotoquimica do ligante L é
observada também em agua pura e em solugcdo tampao (Tris/HCI, pH 7,4) na
auséncia e presenca de BSA (1,0 x 10° mol L. Os complexos cis-
[Ru(phen)z(L)2]** suprimem a fluorescéncia do BSA pela combinacdo dos
processos de supressdo estatico e dinamico, mas nenhuma alteracdo no
espectro de emissdo do BSA foi observado quando histamina livre (2,5 x 10°
to 5,0 x 10™° mol L™ ou 4-aminopiridina (2,5 x 10® to 9,0 x 10° mol L) livre
foram usadas como supressores. Isto sugere que o fragmento {Ru(phen),*"}
apresenta caracteristicas estruturais que sdo essenciais para a interacao L -
BSA. Cabe salientar que a presenca do BSA ndo impede a liberacdo
fotoquimica do ligante L no complexo cis-[Ru(phen)z(L)2]*".

Os resultados obtidos nesta dissertacdo sdo particularmente interessantes
para o desenvolvimento de metalodrogas fundamentadas em processos

fotoquimicos e fotofisicos.



ABSTRACT

COMPLEXES OF TRANSITION METALS ON DEVELOPMENT OF NEW

DRUGS NEUROACTIVE

The biological role and pharmacological utility of histamine and 4-
aminopyridine in the physiological medium has led us to the development of
luminescent and photolabile metal-histamine and metal-4-aminopyridine donor
that release histamine when exposed to visible light aim both research tools and
therapeutic agents. In this work, we report on the synthesis, photochemical and
photophysical studies and bovine serum albumin (BSA) binding properties of
cis-[Ru(phen)z(L)-]**, L = histamine (Ru-him) and 4-apy (Ru-4apy). The *H-NMR
experiments and DFT calculations confirm the presence of two linkage isomers
(binding through N1 or N3 of histamine) of Ru-him. In CD3;CN the Ru-
N1(histamine), R isomer, being favored whereas in protic solvents the Ru-
N3(histamine), A isomer, is the major isomer. The presence of two isomeric
populations is a possible explanation for the biexponential fluorescence decay
of Ru-Him (t; = 184.7 ns and 1, = 43.76 ns). The cis-[Ru(phen)x(L),]*" are
water soluble and highly colored with strong absorptions (~ 490 nm, 13000 mol
'L em™) and a broad emission at 640 nm. They are thermally stable over the
course of many hours in non-aqueous and aqueous solution but they are
photochemically reactive. Photolysis in the visible absorption band of cis-
[Ru(phen),(L)2]** in the CHsCN and CHsOH solution causes an efficient
photoreaction, converting them into cis-[Ru(phen),(CHsCN),]**. L photorelease

is also observed in pure water and in an aqueous buffer solution (Tris/HCI, pH

Xi



7.4) in the presence of BSA (1.0 x 10° mol L™Y). The cis-[Ru(phen)a(L)o]*
complex quenches the fluorescence of BSA by a combination of static and
dynamic quenching, but no changes in the emission spectrum of BSA were
observed when free histamine (2.5 x 10° to 5 x 10° mol L) or free 4-
aminopyridine (2.5 x 10° to 9 x 10®° mol L™) were used as a quencher. This
suggests that the [Ru(phen),]** moiety presents structural features which are
essential to L - BSA interaction. It is of relevance to note that the presence of
BSA does not preclude the photorelease of L in complex cis-[Ru(phen),(L)2]*".
Overall, these results are of particular interest to the design of intelligent

metallodrugs based on photochemical and photophysical processes.
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1. INTRODUCAO

1.1. DOENCA DE ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa cronica que afeta o
cérebro e resulta na progressiva perda de memoria e outras fungBes cognitivas. O
individuo torna-se progressivamente incapaz de desempenhar atividades da vida diaria e
de cuidar de si mesmo®.

O numero de portadores de DA atualmente sdo de 18 milhdes e a estimativa é de
que em 2025 serdo mais de 34 milhdes. Este grande nimero de portadores é devido ao
aumento da expectativa de vida da populacéo?.

Ao longo dos ultimos 30 anos, diferentes teorias tém sido defendidas como
principais causas de DA. Em primeiro lugar, seguindo a hipétese colinérgica, a inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE) foi validado como uma estratégia terapéutica, e uma nova
geracdo de principios ativos inibidores da acetilcolinesterase (I-ChE) foram registrados
para o tratamento da doenca de leve a moderada®. Estudos posteriores* levaram ao
desenvolvimento de drogas antagonistas dos receptores acido (2(R)-2-(amino-metil)
succinico (NMDA), que conferem uma a¢ado neuroprotetora contra a ativacao excitatoxica
de receptores de glutamato. A introdugdo da memantina em 2003 forneceu aos pacientes
de DA uma nova opc&o terapéutica para os estagios moderada e grave”.

Vérias outras classes de drogas estdo em desenvolvimento como no caso das
aminopiridinas que tem sido de grande interesse devido ao seu potencial terapéutico para
o controle de doencas relacionadas & transmissdo neurolégica®*2. A 4-aminopiridina ja

1
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esta em fase clinica Il1"°. Estudo feito com o neurotransmissor histamina tem mostrado seu

importante papel nas fungcbes fundamentais incluindo a atencdo, aprendizagem e



memoéria’®. Varios estudos vém sendo feito com o intuito de verificar se o sistema central

histaminérgicos é afetado em pacientes com DA™,

1.2. HISTAMINA

O Sistema histaminérgico esta localizado no hipotalamo posterior, e projetam suas
fibras para quase todas as regides do cérebro humano®®. A histamina exerce seus efeitos
através dos seus 4 receptores (H1R, H2R, H3R e H4R) em vérias células de varios
tecidos. Ela provoca a contracdo das células do musculo liso, vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular e secrecdo de muco, taquicardia, alteracbes da pressao
sanguinea, arritmias e estimula a secrecdo de acido gastrico. Além disso, a histamina é
conhecida por controlar a vigilia, controle do apetite, aprendizagem, meméria e emocao®’.

Estudos mostraram que o sistema histaminérgico esta envolvido com DA sugerindo
uma interrupcdo predominante da neurotransmissdo histaminérgica nos processos
neurodegenerativos em pacientes com DA. Estes estudos também sugerem que a
ativacdo de neurdnios histaminérgicos podem ser potenciais candidatos a intervencao
terapéutica na disfuncdo cognitiva®®.

Infelizmente, atualmente nenhum medicamento eficaz que ativa a neurotransmissao
histaminérgica esta4 disponivel e um dos fatores limitantes ao uso da histamina € a
intolerancia em determinadas concentragcées no meio fisioldgico'. Neste contexto, o
complexo metal-histamina pode ser visto como agentes de entrega eficaz de histamina e,
em particular, uma promessa para a entrega fotoquimica de histamina para o0 meio

fisiologico.



1.3. AMINOPIRIDINAS

A molécula 4-aminopiridina (4Apy) desempenha um papel importante no sistema
bioldgico, atuando como blogueador de canais de potassio permitindo que a conducéo nos
nervos seja restaurada®®?%. Outra conseqiiéncia é o aumento do influxo de ions Ca** nos
terminais pré-sinaptica resultando no aumento da transmissdo neuronal ou neuromuscular
nos neurdnios normais?’. Estas propriedades farmacoldgicas tem estimulado o interesse
na quimica e bioquimica da 4Apy, no seu potencial terapéutico para o controle de doencas
relacionadas a transmissao neuroldgica, nos casos de lesdes graves na medula espinhal e
nas estratégias para entrega de 4Apy a alvos biolégicos™*2. Varios trabalhos na literatura
demonstram os resultados de uma série de testes clinicos em pacientes com esclerose
multipla, eplepsia, botulismo, lesdes graves na medula espinhal e Mal de Alzheimer®?’,
Melhoras comportamentais atribuidas ao tratamento com a 4Apy incluem: controle motor e
sensorial voluntério, perda da marcha, continéncia, controle respiratério com decréscimos
da espasticidade e dor idiopatica®®.

A maioria das aplicacdes clinicas da 4Apy utilizam liberacdo intravenosa ou oral em
capsulas de gelatina contendo a Apy pura ou triturada com lactose ou celulose
microcristalina. Todos este métodos levaram ao deslocamento imediato da droga com
picos de tempo/concentracéo da droga no soro fisioldgico muito curtos®>2,

Desta forma, apesar das melhoras comportamentais expressivas detectadas em
Varios pacientes, em muitos casos a dose maxima permitida ndo toxica é insuficiente para
produzir o maximo recobrimento benéfico?®.

Este inconveniente faz com que sua administragdo seja efetuada sob rigoroso

controle clinico®.



Uma das estratégias envolve o “encapsulamento” da Apy em uma forma inativa e a
liberacdo posterior da droga no sitio alvo sob estimulo. Um dos métodos possiveis envolve
compostos de coordenacdo coordenados a Apy (forma inativa da droga) e que atuem
como sistemas de entrega da 4Apy respondendo a estimulos luminosos com a liberagéo

da droga®®.

1.4. COMPLEXOS DE RUTENIO

Cabe salientar que véarios trabalhos na literatura descrevem as propriedades
farmacoldgicas de complexos de Ru(ll) e a baixa toxicidade dos mesmos em meio
biol6gico®®*. Os complexos de metais de transicéo, em particular, preenchem uma série
de requisitos especificos para atuarem em processos fotoquimicos e fotofisicos com
aplicacao pratica e na modulacéo de processos bioldgicos.

Uma das etapas essenciais relacionada a estas propriedades esta na interacdo dos
complexos de Ru(ll) com as proteinas do soro, particularmente a albumina (proteina em
maior porcentagem no soro fisioldgico na concentracdes de 35-50 mg.ml™). Uma das
funcbes da albumina é fazer o transporte da droga para o interior da célula®'>*. Desta
maneira, avaliar as interacbes detalhadas da droga com esta proteina séo etapas
essenciais no desenvolvimento de novas drogas e na elucidacdo dos mecanismos de
acao de drogas comerciais conhecidas. Isto porque a ligacdo destas proteinas as drogas
podem resultar na perda das propriedades biol6gicas dos complexos de partida, da droga
livre ou dos produtos de Ru(ll) produzidos durante a liberagédo fotoquimica da droga. Por
outro lado, esta interagcdo pode resultar no aumento da atividade biolégica e no transporte

da droga para o interior da célula e na diminui¢cdo da toxicidade no meio em que a droga

se encontra.



Considerando-se que o sitio alvo de interacdo da Apy e histamina é o cérebro e que
a formulacdo oral € geralmente a preferida, os compostos de Ru(ll) propostos neste
trabalho devem necessariamente ultrapassar duas barreiras biologicas (membranas do
intestino e barreira sanguinea do cérebro) para alcancar o sistema nervoso central. Neste
sentido, é fundamental avaliar a estabilidade, possivel reatividade, propriedades fisico-
guimicas e fotoquimicas dos compostos propostos frente a proteina do soro fisiologico

albumina.

1.5. SUPRESSAO

A Albumina bovina esté relacionada ao transporte de uma variedade de compostos,
por exemplo, &cidos graxos, bilirrubina, ions metalicos, hormonios, vitaminas e farmacos
incluindo metalodrogas®. O soro albumina realiza uma série de importantes funcées
fisiologicamente de controle osmoético da pressdo arterial, transporte, metabolismo e
distribuicdo de varios compostos (inclusive medicamentos), a desativacdo radical, e
entrega de aminodcidos ap6s hidrélise para a sintese de proteinas®.

A interacdo dos complexos de Ru (lI) com a albumina do soro pode ser avaliada
através do método de fluorescéncia. Esta técnica € bastante utilizada para medir a forca
da interacdo droga — proteina e identificar o nimero de sitios de ligacdo. A albumina do
soro bovina (BSA) tem sido muito utilizada nos estudos de fluorescéncia devido a sua
homologia estrutural com albumina humana (HSA). A molécula de BSA é composta de
trés dominios homoélogos (I, I, Ill), cada um dos dominios é constituido por dois
subdominios (IA, IB, etc), e a estrutura é predominantemente R-helicoidal (67%) e a
sequéncia de aminoacidos contém 17 pontes de dissulfeto e um grupo tiol (cisteina-34) e
dois residuos de triptofano Trp-134 e Trp-212 sendo que o Trp-212 esta localizado dentro

de uma cavidade hidrofébica e Trp-134 esta localizada na superficie da proteina®>’.



A fluorescéncia dos dois triptofanos podem ser suprimidas pelas interacfes
intermoleculares com o complexo. Estas interacfes podem resultar em uma supressao
dindmica, resultantes de encontros colisionais com transferéncia de energia entre BSA-
complexo, ou estatica, resultante da formacdo de um complexo no estado excitado entre o

BSA-complexo®.

Estes processos bimoleculares podem ser definidos pelas seguintes equacdes:

D+luz—>D*—>D+ luz Supressao dinamica

D*+R+luz » D+R—>D+R+ luz

D..R+luz— (D..R)* »> D...R + luz Supressao estética

A supressao da fluorescéncia pode ser descrita pela equagcdo de Stern-Volmer

(equacéo 1)

lo/l =1 + Kq1o [Q] = 1 + Ksy [R] (1)

lp = Intensidade da fluorescéncia sem o supressor
| = Intensidade da fluorescéncia com o supressor
Kq = constante de supresséo bimolecular

Ksy = constante de Stern-Volmer

To = tempo de vida de emisséo do BSA

[Q] = concentracao do supressor



O gréfico de Stern-Volmer (lo/l vs [Q]), é representado por uma reta que passa pelo
um no eixo y onde o coeficiente angular da reta € a constante de Stern-Volmer (Ksy).
Neste caso dizemos que temos uma supressdo dinamica. Quando o grafico de Stern-
Volmer resulta em uma parabola ao invés de uma reta, é indicativo da presenca dos dois

processos de supressao dinamica e estatica. Nestas condic¢des utiliza-se a equacao (2):

lo/l = (1 + Kp [R])(1 + Ksv [R]) (2)

Quando a macromolécula BSA interage com o complexo, a conformacdo da
proteina pode sofrer alteracdo devido as forcas intermoleculares envolvidas entre a
proteina e o complexo. Utilizando a técnica de fluorescéncia pode-se tirar varias
informagcdes como: mecanismo de ligacdo, tipo de ligacdo, numero de sitios ativos,

constante de ligacdo, distancias intermoleculares, etc®.

1.6. PROCESSOS FOTOQUIMICOS E FOTOFISICOS

Uma etapa importante do nosso trabalho € o estudo das propriedades fotoquimicas
e fotofisicas do complexo cis-[Ru(phen),(farmaco),]**. Estes estudos sdo fundamentais
para avaliar a liberacdo do farmaco pela irradiacdo com luz visivel. A presenca de
luminescéncia também é importante uma vez que esta permite o0 mapeamento do farmaco
no meio fisiolégico. Também nos casos onde a liberacdo fotoquimica do farmaco resulta
na supressao da luminescéncia do complexo permitem avaliar a entrega seletiva e
controlada do farmaco — Alguns aspectos sobre a teoria das transicdes eletrbnicas e
processos fotoquimicos e fotofisicos estdo no anexo Al e A2.

Neste contexto, avaliar a entrega dos farmacos no meio fisiologico utilizando as

técnicas fotoquimica e fotofisica € muito importante. A técnica de fotoquimica permite que
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tenhamos alta seletividade na entrega do farmaco uma vez que permite a irradiacdo do
complexo apenas no oOrgao de interesse, controle da quantidade de droga liberada
regulando a intensidade e tempo de irradiacdo e menor toxicidade uma vez que o farmaco

s € liberado do complexo sob irradiacéo e no local de interesse.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de um sistema de entrega de farmacos mais eficiente, mais efetivo e

menos toxico.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Complexar - Coordenar os ligantes (L) = 4-aminopiridina (4-apy) e histamina (Him) ao

complexo polipiridinico Ru(ll) formando complexos do tipo : cis-[(Ru"(phen),L2](PFe)s.

Transportar - Avaliar as interagbes intermoleculares entre o complexo cis-

[(Ru"(phen),L,](PFe), e a proteina do soro albumina bovina (BSA).

Entregar - Estudar as propriedades fotoquimicas e fotofisicas do complexo cis-
[(Ru"(phen),L,](PFe), visando a liberacdo do farmaco e supressdo da luminescéncia do

mesmo.



3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. SINTESE

Todas as sinteses foram realizadas sob atmosfera inerte de argénio e na auséncia
de luz, por causa da alta sensibilidade fotoquimica destes complexos. Os reagentes
RuCl3.3H,0 e cloreto de litio (LICl) e os ligantes 1,10-fenantrolina (phen), 4-aminopiridina
(4-Apy) e histamina (Him) de procedéncia Aldrich foram, sem purificacdo prévia, usados
para sintetizar o precursor cis-RuCl,(phen), e os complexos cis-[Ru(phen),(4-Apy)2](PFs)2
e cis-[Ru(phen),(Him),](PF¢).. Perclorato de tetrabutilaménio (PTBA), de procedéncia
Aldrich, foi usado como eletrdlito suporte para os procedimentos de analise eletroquimica.
Todos o0s solventes utilizados (diclorometano, acetonitrila, metanol, etc) sao de

procedéncia HPLC.

3.1.1. SINTESE DO COMPLEXO cis-RuCly(phen),

O complexo cis-RuCl,(phen), foi preparado a partir de 1,15 mmol de RuCl3.3H,0,
3,8 mmol de fenantrolina e 7,7 mmol de cloreto de litio dissolvidos em 15mL de
dimetilformamida previamente desaerado sob agitacdo continua e aquecimento. O sistema
permaneceu sob refluxo por oito horas sob atmosfera de nitrogénio, agitacdo constante e
auséncia total de luz. Apos este periodo deixou resfriar o sistema e adicionou 150 ml de
acetona previamente destilada e resfriada em banho de gelo. A mistura restante foi
mantida sob refrigeracdo por uma noite para a completa precipitagdo do complexo. O

precipitado foli filtrado e seco a vacuo, obtendo-se um rendimento de 56%.



s
~ \ DMF N \NCI
RuCls . 3H,0 + - RU_
=N N= Refluxo 8 horas \N/ / cl
| N
|

ESQUEMA 1. Rota sintética para obten¢do do complexo cis-RuCly(phen),.

3.1.2. SINTESE DO COMPLEXO cis-[Ru(phen)a(4-apy)2] (PFe)2

O complexo cis-[Ru(phen),(4-apy)2](PFs). foi preparado a partir de 0,34 mmol do
precursor e cis-RuCl,(phen), dissolvido em 5 ml de etanol e 0,68 mmol de 4-aminopiridina
dissolvidos em 5 ml de agua previamente desaerados, sob agitacdo continua e
aguecimento. O sistema permaneceu refluxando por oito horas sob atmosfera de argonio,
aguecimento, agitacdo e auséncia de luz. Apos este periodo deixou resfriar o sistema e
adicionou 0,68 mmol do contra ion hexafluorfosfato de aménio (NH4PFg). A mistura
restante foi mantida sob refrigeracdo por uma noite para a completa precipitacdo do
complexo. O precipitado foi filtrado a vacuo e lavado com agua, etanol e éter,
respectivamente, todos previamente resfriados num banho de gelo. O complexo foi seco a

vacuo obtendo-se um rendimento de 50,61%.
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RuCly(phen),

ESQUEMA 2. Rota sintética para obtencédo do complexo cis-[Ru(phen).(4-apy).](PFe)2.

1:1(EtOH, H,0) N 2+
4-aminopiridina I N = _ N;\
= N | \ i N S |
refluxo 8 Horas R
> u
p / ™~ N%

cis-[Ru(phen),(4-apy)2]**

3.1.3. SINTESE DO COMPLEXO cis-[Ru(phen)a(him)2](PF)..

O complexos cis-[Ru(phen),(him),](PFs). foi preparado a partir de 0,34 mmol do

precursor cis-RuCly(phen), dissolvido em 5 ml de etanol e 0,68 mmol de histamina

dissolvido em 5 ml de &agua previamente desaerados, sob agitacdo continua e

aguecimento. O sistema permaneceu refluxando por oito horas sob atmosfera de argdnio,

aguecimento, agitacao e auséncia de luz. Apos este periodo deixou resfriar o sistema e

adicionou 0,68 mmol do contra ion hexafluorfosfato de aménio (NH4PFg). A mistura

restante foi mantida sob refrigeracdo por uma noite para a completa precipitacdo do

complexo. O precipitado foi filtrado a vacuo e lavado com agua, etanol e éter,

respectivamente, todos previamente resfriados num banho de gelo. O complexo foi seco a

vacuo. O rendimento da sintese foi de 71,43%.
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ESQUEMA 3. Rota sintética para obtencao do complexo cis-[Ru(phen),(Him),](PFe)2.

3.2 INSTRUMENTACAO

3.2.1. ANALISE ELEMENTAR

Para a determinacdo da porcentagem (%) de carbono, nitrogénio e hidrogénio foi
utilizado um analisador de C, H e N modelo EA 1108 da FISONS, na central analitica do

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Séao Carlos.

3.2.2. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO UV-vis

Os espectros de absorcéo eletrénica foram obtidos na regido do UV-Vis utilizando-
se um espectrofotdmetro de feixe duplo UV-Vis-NIR Varian-Cary 500. Utilizou-se celas de

quartzo de 10 mm e 4 mL de capacidade.

12



3.2.3. VOLTAMETRIA CICLICA

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando-se 0
Potenciostato/galvonostato modelo PGSTAT302N (GPES&FRA), software Autolab, sendo
a cela eletroquimica de vidro, com capacidade para 10 mL e trés eletrodos: um eletrodo de
referéncia Ag/AgCl em solucdo 0,1 mol.L™ de perclorato de tetrabutilaménio (PTBA) no
solvente adequado mantido no interior de um capilar de Luggin-Haber; e os eletrodos de
trabalho e auxiliar constituidos de tarugos de platina (Pt) de 1 mm e 4 mm. Usou-se como
eletrdlito de suporte PTBA dissolvido em diclorometano e acetonitrila, na concentracdo de
10° mol.L™ . As medidas também foram feitas em solucdo aquosa onde o eletrélito suporte

era KClI na concentracdo de 10° mol.L ™.

3.2.4. ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de H* foram obtidos em um
espectrometro BRUKER DRX 400 MHz e/ou ARX 200 MHz pertencentes ao laboratério de
Ressonéancia Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da Universidade Federal de

Sao Carlos.

3.2.5. FOTOLISE CONTINUA

Estes experimentos foram realizados utilizando um reator fotoquimico circular
idealizado e construido em nosso laboratério consistindo de quatro pares de lampadas
(independentes duas a duas) de comprimento de onda especifico (420 nm) utilizando
lampadas Rayonet (RMR 4200 A).

13



O rendimento quantico fotoquimico*® foi calculado a partir dos espectros de RMN *H
através das equacdes 3 e 4. Como trata-se de uma absorcdo maior do que 2, a fracdo de
luz absorvida no comprimento de onda de irradiacdo pelo complexo no tempo foi

desconsiderada.

Ny =N Sp (3)
S+ SID

P, = —2 (4)
IO'tX

Sp = area integracao sinal produto.
Sk = area integracdo sinal reagente,
No = nUmero de mols no inicio

ny = nimero de mol apods fotdlise
@, - rendimento quantico

I, = intensidade da luz incidente

tx = tempo de irradiacao.

3.2.6. LUMINESCENCIA

Os espectros de emissdo e de excitacdo a varios comprimentos de onda foram

obtidos utilizando-se um espectrofluorimetro Aminco-Bowman modelo J4-8960A (lampada

14



de alta pressao de xenénio e um fotomultiplicador do tipo IP 28) pertencente a central de
Analises Quimicas Instrumentais — CAQI, do Instituto de Quimica de Séo Carlos — USP.

O rendimento quantico foi calculado* a partir da equacéio 5 usando como padréo o
complexo [Ru(bpy)s]** em acetonitrila (¢ = 0.062). A constante radiativa (k;) e n&o radiativa

(knr) foram calculadas®® usando a equacdo 6 e 7:

dem = Opad. (Apad - o) / (Ao - lpad) (5)
kr = (I)em/Tm kr (6)
Knr = (1 - dem )t (7)

dem = rendimento quantico de emissédo do complexo estudado.
(I)Pad -rendimento quantico de emisséo do padréo.

lo = intensidade de emiss&o do complexo estudado.
lo = intensidade de emisséo do padréao.

K: = constante radiativa.

Knr = constante ndo radiativa.

™m = tempo de vida de emisséo.

3.2.7. ACTINOMETRIA

A intensidade da luz incididente nos estudos fotoquimicos foi medida através da

actinometria. O actindmetro (tris (oxalato) ferrato (lll) de potassio tri-hidratado)

[K3[Fe(C204)3] . 3H,0 foi preparado de acordo com Calvert and Pitts***°.

A intensidade de luz incidente foi calculada pela equacéo 8:
15



I = V4. Va. AA. 6,02x10%°
i 1 3 (8)

Vo. (bNCS- |t gre(Nes)3

onde

V1 = volume da solucao de actinGmetro irradiada (mL);

V, = volume da aliquota de solucao irradiada para analise (mL);

V3 = volume final, ou seja, volume do baldo volumétrico no qual V; foi diluido;

AA = diferenca da absorbancia a 510 nm da solugao irradiada e da absorbancia a 510 nm

do branco;
dre = rendimento quantico de formagéo do ion Fe?* no comprimento de onda da luz

irradiada;

f = fracdo da luz absorvida pela solucéo irradiada no comprimento de onda de irradiacao;
t = tempo de irradiacdo em segundos;

| — caminho 6tico da cela fotolisada (cm);

ere = coeficiente de extinsdo molar do fon complexo [Fe(phen)s]** a 510 nm (¢ = 1,11 x 10*
L cm™ mol™);

l; = intensidade da luz incidente (einstein s™)

Quando a solucdo de Ks[Fe(C,04)s é fotolisada, os fons Fe*" sdo reduzidos a Fe*",

sofrendo a seguinte reagao:

[Fe*"(C204)s]* —>  [Fe®(C204)5]* + C.04
[Fe¥*(C200)3* + C.0,7 ——>  [Fe*(C,04)3]* + C,04

[Fe**(C204)s]” ——>  [Fe%(C,04),> +2CO;,

16



O Produto [Fe*(C,04).]* n&o absorve a luz incidente e os fons Fe?* sdo
determinados pela absorbancia a 510 nm, correspondente ao complexo produzido pela
adicdo de 1,10-fenantrolina. Os fons Fe** também formam um complexo com a 1,10-

fenantrolina, mas este ndo absorve em 510 nm.

O rendimento quantico da reacao fotoquimica foi determinado pela equacéo 9 e 10:

li. Ae. .. t

onde

AAnedido = Variacdo na absorbancia do complexo no comprimento de onda medida nos
tempost=t,et=to;
V = volume da cela fotolisada (litros);
N = numero de Avogadro;
| = caminho 6tico da cela fotolisada (cm);
Ae = diferenca no coeficiente de extinsdo molar entre o complexo inicial e o produto de
fotélise no comprimento de onda medido (L cm™ mol™);
I; = intensidade de luz incidente no comprimento de onda de irradiacdo (Einstein s™);
f = fracdo de luz absorvida no comprimento de onda de irradiacao pelo complexo no tempo
t=thet=to
-(At=0*+At=n)
f =1-10 2 (10)

¢ = rendimento quantico total da reacdo de fotoquimica em mol Einstein™.
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3.2.8. ABSORCAO NO ESTADO EXCITADO

Os estudos de absorcdo de transiente foram realizados em Ribeirdo Preto no
laboratorio do professor Anténio Claudio Tedesco da FFCLRP-USP.

As medidas foram efetuadas utilizando-se, para a excitacdo, pulsos do terceiro
harménico (355 nm) de um sistema laser ND-YAG (Continuum, Santa Clara, CA). Para
cada um dos comprimentos de onda escolhidos, os transientes de absorcdo foram obtidos
a partir de uma média de 8 pulsos através de uma fenda de 6 mm de diametro, e a razao
de repeticdo foi de 10 Hz. A energia média do pulso foi da ordem de 15 mJ por pulsos
medidos com um “powermeter” (Field Master da Coherent, usando-se uma cabeca de
deteccdo L-30V). Os decaimentos cinéticos foram medidos com um comprimento de onda
simples usando-se um monocromador (M300 - Bentham) e uma fotomultiplicadora
(Hamamatsu, modelo R928P). A média dos decaimentos dos transientes foi feita
utilizando-se um osciloscopio digital (Tetronix TDS 340A). O tratamento dos dados para a
obtencado dos tempos de vida foi efetuado a partir dos programas de andlise cinética que
acompanham o equipamento. O ajuste por uma funcdo monoexponencial foi adequado
para reproduzir o decaimento de todos os comprimentos de onda selecionados (entre 250

e 700 nm).

3.2.9. TEMPO DE VIDA DE EMISSAO

As medidas de tempo de vida de emisséo foram realizadas em Ribeirdo Preto no
laboratorio do professor Amando Siuiti Ito da FFCLRP-USP.

Os tempos de vida de emissédo foram determinados por um contador de fétons
unico correlacionou-(CSP) foi usado para obter as curvas de decaimento de fluorescéncia
de emissao. A fonte de excitagdo foi um Tsunami 3950 Spectra Physics-laser titanio safira,
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bombeado por um estado sdlido Millenia X laser Spectra Physics. A taxa de repeticdo dos
pulsos de 5 ps foi ajustado para 800 KHz usando o selecionador de pulso Spectra Physics
3980. O laser foi ajustado para dar saida a 945 nm e um cristal LBO gerador de segundo
harménico (GWN-23PL Spectra Physics) deu a 472 pulsos nm excitacdo que foram
direcionados para um espectrémetro FL900 Edimburgo, onde a configuracdo do formato
de L-permitiu a deteccdo da emissdo no angulo direito da excitacdo. A emissao de
comprimento de onda foi selecionado por um monocromador e os fotons emitidos foram
detectados por uma chapa de refrigeracdo R3809U microcanais fotomultiplicador
Hamamatsu. A FWHM da funcao de resposta do instrumento era tipicamente 2,20 ns, e as
medicdes foram feitas usando resolucdo de tempo de 0,245 ns por canal. Um software
fornecido pela Edinburgh Instruments foi utilizado para analisar as curvas de deterioracéo,
e da adequacédo do equipamento multi-exponencial foi julgado pela inspecéo dos lotes de

residuos ponderados e de parametros estatisticos, tais como reducéo do qui-quadrado.

3.2.10. CALCULOS TEORICOS

Os célculos apresentados neste documento foram realizados com o Gaussian 03
package®. As geometrias moleculares foram obtidas a partir no nivel UHF/3-21G da
teoria. As otimizacdes da geometria molecular foram realizadas utilizando o Kohn-Sham
teoria de densidade funcional (DFT)* com o Becke de trés parametros de funcdo hibrido
conhecido como B3LYP10% e com um conjunto de bases pseudopotencial conhecido
como LanL2DZ*"*°. Nenhuma condicdo de simetria foi imposta. As frequéncias
vibracionais foram calculadas a partir de analise da segunda derivada para obter o valor

minimo na superficie de energia potencial. As energias de interagdo metal-ligante e a
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composicdo dos orbitais, foram avaliadas usando os fragmentos de him, phen e o ion
metalico de Ru(ll).

Estes céalculos foram realizados pela aluna de mestrado Mariana Romano Camilo
do nosso grupo de pesquisa nos laboratorios do prof A. B. P. Lever (York University,
Toronto-CA). Nossa responsabilidade descrita nesta dissertacdo esta na interpretacéo dos

dados obtidos.

3.2.11. ESTUDOS DE CITOTOXICICIDADE

Os estudos envolvendo cultura de células serdo realizados com a linhagem
neoplasica de macréfagos J774-A (American Type Culture Colletion, ATCC). Este tipo de
células plasméticas linféticas serdo obtidas originalmente de ratos DBA/2. Os estoques
primarios cultivados em laboratério, a partir das matrizes animais, serdo analisados e
comercializados pela ATCC.

Para o cultivo da linhagem J774-A sera utilizado o meio Dubleco Eagle’s Minimum
Essential Médium (DMEM-Gibco) contendo 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de
estreptomicina (Gibco), 2.5 ug/ml de anfotericina (Gibco), 200uM de glutamina (Gibco),
constituido de uma mistura de sais enriqguecidos com aminodacidos, vitaminas e outros
componentes essenciais para o crescimento celular, agindo como uma solucao nutritiva.
Esse meio é destinado a cultura de células humanas e de outros animais. Ao final da
adicao de todos os componentes, esse meio sera filtrado, utilizando-se uma membrana de
0,22 um em capela de fluxo e posteriormente distribuido em 11 garrafas de vidro estéreis,
contendo cada uma 90,0 mL de DMEM, sendo que, antes da sua utilizacdo, o meio de

cultura sera enriquecido com 10% de soro fetal bovino (Gibco BRL).
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A solucéo de soro bovino fetal sera pré aquecida a 56°C, para inativacdo das enzimas. Em
seguida serd estocada em frascos de 150 mL e conservados no freezer a 20°C. O soro

bovino fetal apresenta em sua composicdo basica insulina, horménios e varios outros

fatores, indispensaveis ao crescimento celular.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. PREPARACAO DOS COMPLEXOS cis-[RuCly(phen),], cis-[Ru(phen).(Apy).](PFe)2
E cis-[Ru(phen),(him),](PFe):

Os complexos cis-[Ru(phen),(4-apy).](PFe). € cis-[Ru(phen)(him),](PFg), foram
obtidos de maneira simples com alta pureza a partir do complexo cis-[RuCly(phen);]
promovendo o deslocamento do grupo labil CI" pelo grupo 4-apy e him. Os complexos
estudados sdo estaveis no estado sélido na presenca de oxigénio e em solucdes aquosas
ou solventes organicos.

Antes de iniciar os estudos, os complexos foram caracterizados utilizando as
técnicas de CHN, UV-vis, voltametria ciclica, RMN *H e fotofisica.

Os valores da analise elementar do precursor cis-RuCl,(phen), e dos complexos
Ru-4apy e Ru-him estdo coerentes com os valores tedricos apresentados na Tabela 1.
Apenas o valor experimental do nitrogénio do complexo Ru-him apresenta uma diferenca
acima de 5% do esperado, mas veremos posteriormente pelos espectros de RMN *H
(sessao 4.2.1) que a diferenca observada é devido a formacdo de varios compostos no

meio reacional.
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TABELA 1. Resultados de analise elementar para os teores de carbono, hidrogénio e

nitrogénio para os complexos cis-[RuCl,(phen),], cis-[Ru(phen)(4-apy).](PFe)2.2H20 e cis-

[RU(phen)z(hlm)z](PFe)z2H20

Complexo Experimental (Calculado)

N(%) C(%) H(%)
cis-[RuCly(phen);] 10,53(10,48) 54,14(53,76) 3,03(3,63)
cis-[Ru(phen).(4-apy)2](PFe)2.2H.0 11,74(11,48) 44,01(41,8) 3,40(3,30)
cis-[Ru(phen),(him),](PFs)..2H,0O 10,51(12,81) 42,17(41,92) 3,75(3,50)

4.2. CARACTERIZACAO E ESTUDOS FOTOQUIMICOS E FOTOFISICOS PARA O

COMPLEXO cis-[Ru(phen),(him);] (PFs)2

4.2.1 CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA DE RMN *H

O ligante histamina, em sua forma neutra, pode apresentar as formas adjacente,

remoto e os seus isdbmeros conformacionais resultante da rotagéo da cadeia carbdnica ao

redor do eixo®*™?. As diferentes conformacées s&o mostradas na Figura 1.
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FIGURA 1. Estruturas dos isémeros adjacente (A) e remoto (R) da histamina e 0s seus

isdmeros conformacionais remotol (R1) e adjacentel (Al).

Devido a varias estruturas possiveis do ligante histamina e também por ter mais de
um ponto de coordenacdo o espectro de RMN de *H do complexo Ru-him em CDs;CN
apresentou 2 sinais dubletos devido aos prétons do anel do imidazol e 2 sinais tripletos
devido aos grupos CH, (Figura 3). Os dois conjuntos de sinais dubleto indicam a presenca
de dois isdmeros do complexo Ru-him, os isémeros adjacente (A) e remoto (R)
dependendo de qual &tomo de nitrogénio do imidazol esta coordenado ao ion ruténio(ll).

Para cada isdmero os sinais obtidos no RMN de 'H foram avaliados usando o
método COSY 1J, *H'H. A Figura 2 apresenta as estruturas dos isdmeros A e R para a
atribuicdo do espectro de RMN 'H. A Tabela 2 apresenta os valores de deslocamento

guimico e as constantes de acoplamento (J) obtidas para os isémeros A e R do complexo.
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FIGURA 2. Estrutura do complexo Ru-him com as respectivas numeracfes utilizadas na

tabela 2 sendo A) Adjacente e B) Remoto.

TABELA 2. Deslocamento quimico de 'H 84 (ppm) e constantes de acoplamento J (Hz)

dos protons dos isdbmeros adjacente e remoto do complexo Ru-him em CD3CN.

H | 84 (ppm), mult.,, J (Hz) | &4 (ppm), mult., J (Hz)
adjacente remoto

3 9,48 (dd; 1,1/5,1) 9,39 (dd; 1,0/5,2)

4 8,07 (dd; 5,2/8,1) 8,04 (dd; 5,2/8,1)

5 8,71 (dd; 1,2/8,3) 8,65 (dd; 1,2/8,2)

6 8,04 (d; 8,8) 8,09 (d; 8,8)

7 8,16 (d; 8,8) 8,18 (d; 8,8)

8 8,35 (dd; 0,8/8,2) 8,37 (dd; 0,8/7,6)

9 7,43 (dd; 5,3/8,2) 7,39 (dd; 5,2/8,1)

10 7,83 (dd; 1,2/5,2) 7,79 (dd; 1,2/5,2)

la 7,00 (d; 1,2) 7,40 (s)

2a 6,10 (d; 1,2) 6,57 (S)

3a 2,74 (t; 6,6) 2,74 (t; 6,6)

4a 2,48(t; 6,6) 2,48(t; 6,6)
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FIGURA 3. Espectro de RMN *H do complexo Ru-him em CDs;CN na regido do anel

imidazol; inserido a regido dos protons CH, da cadeia CH,CH,;NHo.

O isbmero em maior proporcao (69,5%) apresentou um deslocamento dos sinais
H1a' e H2a'(CH) para campos mais alto em 7,40 e 6,57 ppm sendo atribuidos ao isbmero
R. Para o isdbmero com menor proporgao (26,4%) os sinais observados a 7,00 e 6,10 ppm
foram atribuidos aos protons Hla e H2a (CH) do isbmero A (Figura 3). Os sinais
observados a 2,74 e 2,48 ppm devido aos protons H3a' e H4a’ (CH;) do grupo
CH,CH2NH; foram atribuidos aos isobmeros A e R respetivamente (inserido na Figura 3).
Os protons do anel aromatico do ligante coordenado fenantrolina com sinais a 9.48 e 7.83
ppm foram atribuidos ao isbmero A e os sinais a 9.39 e 7.79 ppm atribuidos ao isbmero R.
O grupo NH; terminal ndo coordenou ao ion metalico.

Além dos sinais devido aos isbmeros R e A do complexo Ru-him, observou-se 4

novos sinais na regiao de 6,2 a 6,5 ppm (Figura 4). Estes sinais foram atribuidos a duas
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formas menos estaveis da histamina coordenada (Al e R1) e surgem devido a rotacéo do
grupo CH,CH,NH, como observado para histamina livre®*2. Em CD3CN, os isomero Al e
R1 representam (4,1%) da quantidade total do complexo (Figura 4A).

Em CD3;OD, um solvente mais polar que CD3CN o isbmero A é mais abundante
(60,0%) que o correspondente isdbmero R (32,3%). Além do mais, em CD3;OD as formas
conformacionais R1 e Al da histamina coordenada no complexo Ru-him estdo presentes
em maior quantidade (7,7%), Figura 4B.

Uma explicacdo coerente para estas diferencas € que o CD3OD interage com o
nitrogénio do grupo amino e por efeito indutivo esta interacdo desloca para si a densidade
eletrbnica do nitrogénio mais proximo fazendo com que o nitrogénio mais distante do
grupo amino fique mais “atrativo” para a ligacdo com o hidrogénio. Em consequéncia o
nitrogénio mais préximo do grupo amino fica livre para se ligar ao metal. Quando o
solvente é a CD3CN, este ndo interage com o0s nitrogénios da histamina e o metal ir4 se
ligar no nitrogénio que apresentar menor impedimento estérico. Desse modo é formado
maior quantidade de isémero adjacente em CD3;OD (60,0%) e maior quantidade de
isdBmero remoto (69,5%) em CD3CN.

Estes resultados sugerem que efeitos do solvente sdo mais importantes para a
isomerizacao do nitrogénio N1 para N3 coordenados que efeitos estéricos. Entretanto, em
CD3;0OD observa-se também uma pequena quantidade de histamina livre em 6,8 ppm
sugerindo que a isomerizacao é acompanhada pela labilizacdo da histamina coordenada,

coerente com o alto efeito estérico imposto pela formacéo do isdmero A.
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FIGURA 4. Espectro de RMN 'H do complexo Ru-him na regido do anel imidazol A)

CDsCN, B) CDsOD.

A auséncia de sinal na regido de 9,0 ppm caracteristico do préton mais acido da
fenantrolina do complexo precursor cis-[RuCly(phen),] e do proéton mais acido da
fenantrolina livie em 9,19 ppm® nos d&o indicios da pureza do complexo Ru-him

(Figurab).

9.6 9.5 9.4 9.3 9.2 9.1 9.0
ppm

FIGURA 5. Espectro de RMN *H do complexo Ru-him em CDsCN na regido do préton

mais acido da fenantrolina.
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4.2.2. CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA DE UV-vis

Para a atribuicdo das transicOes eletronicas nos complexos de Ru(ll) estudados
foram realizados célculos da absortividade molar, ¢, usando a Lei de Beer®* Abs = ebc,
onde Abs = valor de absor¢cdo no comprimento de onda maximo, b = caminho Optico da
cela (1 cm) e c= concentracdo, em mol L™. O valor da absortividade molar mostra o quanto
as transicoes eletronicas sdo permitidas.

Os espectros eletrbnicos dos complexos cis-[RuCl,(phen);] e cis-
[Ru(phen),(him),](PFe¢). na regido do visivel em acetonitrila sédo apresentados na Figura 6.

O espectro de absorcdo do complexo cis-[RuClx(phen),] é caracterizado por uma
absorcdo intensa em 544nm (¢ = 8200 L.moll.cm™) atribuida a uma transicdo de
transferéncia de carga do metal para o ligante ( MLCT d=(Ru(ll)) —» phen (n*) ) e uma
banda centrada no metal Ru(ll) - Ru(ll) (dr — dn*) em 358 nm *°. Os dados mostram
também que a mudanca do ligante influéncia as posicdes e intensidade relativa dos
maximos de absorcdo dos complexos estudados. O espectro de absorcao eletrénica do
complexo cis-[Ru(phen),(him),]>* é caracterizado por uma absorcéo intensa e larga na
regido do visivel com méaximo em 484 nm (¢ = 14000 mol*.L.cm™) (Figura 6). As
absorcdes presentes na regido do ultravioleta (250 — 320 nm) apresentam intensidade alta
gue sdo tipicas das transicfes eletrbnicas de transferéncia de carga interna dos ligantes
(LLCT), fenantrolina — fenantrolina (x — n*) e him — him (r —» =*). No espectro de
absorcdo de complexos de Ru(ll) espera-se também transi¢cdes centradas no metal Ru(ll)
— Ru(ll) (dr — dn*) que por apresentarem intensidade baixa sédo obscurecidas pelas

transi¢cdes de transferéncia de carga.

28



A medida que os ions cloretos no complexo Ru-Cl é substituido pelo ligante
histamina, a absorcéo desloca para menores comprimentos de onda. Isso ocorre devido a
troca dos ions CI' que séo fortes doadores m por ligantes mais receptores = . Como

consequéncia ocorre uma estabilizacdo da energia dos orbitais tag.

14000 ~

cis-[RuCl,(phen)]
* cis-[Ru(phen),(Him)_](PF )

2

12000 +

10000 ~

[0}

o

o

o
1

gL cm™ mol™)

FIGURA 6. Espectro eletrénico dos complexos cis-[RuCl,(phen),] e cis-[Ru(phen)a(Him),]**

na regido do visivel em CH3CN.

4.2.3. ABSORCAO NO ESTADO EXCITADO

A Figura 7 apresenta os espectros absorcéo no estado excitado dos complexos Ru-
him em acetonitrila com um pulso de excitagdo de 8 ns no comprimento de onda de 355
nm. Observa-se uma absor¢cdo negativa entre 400 a 550 nm com maximo
aproximadamente em 450 (na mesma regidao da banda de MLCT observada no estado
fundamental) e duas absor¢des positivas com o maximo aproximadamente em 350 nm e

600 nm que sdo atribuidas ao anion radicalar fenantrolina®®. A absorcao negativa na
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mesma regido da absorcéo no visivel indica que os complexos no estado excitado retém
sua estrutura de estado fundamental sugerindo a formacéo do estado excitado de MLCT?
{Ru"(phen”),(Him),}*. Os espectros de absorcdo no estado excitado sdo similares ao
espectro de transiente do complexo [Ru(phen)s]**>’.

Apesar de ser observado um valor alto para AA, para os dois comprimentos de
onda avaliados (350 e 480 nm), ambos os decaimentos retornaram a linha de base. A

repopulacdo do estado fundamental levou a um decaimento bi-exponencial com tempos

de vida de transiente de (164,0 ns e 35,7 ns).

0,08 -
0,04 - - "

0,00 - =

-0,04 4

-0,08 -

300 400 500 600 700
r(nm)

FIGURA 7. Espectro de absorcéo no estado excitado do complexo cis-[Ru(phen),(him),]**

cOM Lexc. = 355 nm e concentracdo de 5x10™° mol.L™* em CH5CN.

Com esses dados podemos concluir que a banda larga de absorcédo no estado
fundamental com o maximo na regiao de 484 nm do complexo Ru-him pode ser atribuida a

uma transigéo eletronica de MLCT dn(Ru(ll)) — =*(phen).
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4.2.4. CALCULO TEORICO

Para auxiliar na interpretacdo dos resultados de fotoquimica e fotofisica do
complexo cis-[Ru(phen),(him),]** foram feitos calculos teéricos utilizando o método do DFT
(Teoria Funcional de Densidade) com base B3LYP para os isobmeros A e R. Foram feitas
as otimizacdes das geometrias de equilibrio dos isbmeros A e R em acetonitrila (Figura 8).
Os principais comprimentos e angulos de ligacdo dos isbmeros A e R sdo apresentados
na Tabela 3. Os isbmeros mostram um arranjo geométrico similar e sdo caracterizados
pela simetria C;. A coordenacédo dos ligantes ao redor do ruténio € aproximadamente um
octaédrico e os ligantes estdo dispostos em posi¢do cis. O comprimento de ligacdo Ru-
N(phen), para os isbmeros adjacente e remoto sdo aproximadamente 2,1 que esta de
acordo com o comprimento de ligacdo do Ru-N(phen) do complexo [Ru(phen)s]** que é
aproximadamente 2,06 A%,

A principal diferenca observada nos comprimentos e angulos de ligagdo do
complexo Ru-him sdo um alongamento da ligacdo Ru-N(him) de 2,12 para 2,18 A e uma
diminuicdo no angulo de ligacdo (phen)N41-Ru-N52(him) de 87,23 para 84,72°
observadas quando analisamos a passagem do isdmero R para o isdbmero A. Também o
angulo de ligacdo (him)N68-Ru-N42(phen) diminui de ~4,10°. Estas diferencas nos
comprimentos e angulos de ligacdo ocorrem devido a interacdo dos orbitais s- do metal e
do ligante him que sofrem uma distorcdo para aumentar a sobreposi¢do orbital na
formacgéao do orbital molecular.

Computacionalmente, ambos 0s isdbmeros possuem energias similares. O isbmero
remoto possui menor energia (0.0342 a.u). A pequena diferenca de energia entre 0s
isdmeros indica a probabilidade de coexistir ambas as formas isoméricas em uma mistura

reacional. Sendo confirmado pelos resultados experimentais.
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FIGURA 8. Estruturas moleculares otimizadas em acetonitrila dos isémeros (A) Adjacente

e (B) Remoto.
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TABELA 3. Comprimentos de ligacéo selecionados, angulos de ligacdo e angulos diedrais

dos isdmeros adjacente e remoto obtidos com a base de célculo B3LYP/LanL2DZ em

CH3CN.
Comprimento de ligacéo , A
Remoto Adjacente
Ru-N41(phen) 2,10045 Ru-N41(phen) 2,11568
Ru-N42(phen) 2,09480 Ru-N42(phen) 2,09156
Ru-N43(phen) 2,09446 Ru-N43(phen) 2,09511
Ru-N44(phen) 2,10157 Ru-N44(phen) 2,11347
Ru-N52(him) 2,12362 Ru-N52(him) 2,15993
Ru-N59(him) 2,12570 Ru-N68(him) 2,18559
Angulo de ligacéo, °
(phen)N42-Ru- N41(phen) 79,59651 (phen)N42-Ru-N41(phen) 79,3850
(phen)N43-Ru-N44(phen) 79,58505 (phen)N43-Ru-N44(phen) 79,33164
(phen)N41-Ru-N52(him) 87,23013 (phen)N41-Ru-N52(him) 84,72645
(him)N52-Ru-N59(him) 91,31703 (him)N52-Ru-N68(him) 91,94379
(phen)N43-Ru-N59(him) 89,73750
(phen)N41-Ru-N44(phen) 174,76099 (phen)N41-Ru-N44(phen) 173,60009
(phen)N42-Ru-N59(him) 176,30496 (phen)N43-Ru-N68(him) 87,98490
(phen)N42-Ru-N68(him) 172,19505

Para uma melhor elucidacdo da estrutura eletrénica foram feitos os espectros de

absorcéo eletrdnica dos dois isbmeros A e R pela andlise da composicdo e energias dos

orbitais moleculares de valéncia Figura 9. Os calculos levaram em consideragéo o efeito

no solvente (CHsCN). As representacbes dos orbitais moleculares de fronteira estéo

descritos na Tabela 4.
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FIGURA 9. Espectro de absorcao tedrico e experimental do complexo Ru-him em CH3;CN

para os isdmeros (A) Adjacente e (R) Remoto.

TABELA 4. Superficie de contorno dos orbitais moleculares de fronteira do complexo Ru-

him para os isbmeros A e R.

Isdbmero A, Energia (eV) Isdbmero R, Energia (eV)

LUMO
-2,55 -2,51

HOMO
-5,82 -5,70
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Os trés orbitais moleculares ocupados (OMs) de maior energia (HOMO, HOMO-1 e
HOMO-2) dos dois isbmeros do complexo Ru-him apresentam uma porcentagem alta
(>70%) dos orbitais d do centro metéalico de Ru(ll) e contribuicbes tanto da phen como do
ligante him. Os OMs HOMO-3 e HOMO-4 séo caracterizados exclusivamente pelos
orbitais do ligante him coordenado. Para os dois isbmeros, o OM de menor energia ndo
ocupado (LUMO) apresenta uma contribuicdo significativa (96,6%) do ligante phen
coordenado com uma participacdo pequena do centro metalico (3%). O intervalo de
energia HOMO-LUMO (~ 3,2 eV) é relativamente grande para os dois isbmeros, mas séao
menos estabilizados quando comparados ao complexo Ru(phen)s]** (3,54 eV)*°.

Considerando a correlacdo entre este intervalo de energia e o0 grau de
delocalizacdo de carga pode-se deduzir que a interacdo covalente Ru-phen envolve
principalmente a doacéo de carga do ligante histamina para o fragmento {Ru(phen),}.

Os espectros de absorcdo UV-vis dos isbmeros A e R do complexo Ru-him séo
caracterizados por 3 absorgdes intensas de MLCT (Ru—phen) (Tabela 1 e 2 do anexo
A3) para o isdbmero A as transicdes de *MLCT s&o calculadas a 2,62 eV (473,8 nm), 2,76
(448 nm) e 2,87 eV (431,9 nm) com forca de oscilador alta. Observou-se um
deslocamento para o vermelho na absorcdo de *MLCT teérica para o isébmero R de 2,53
(490nm), 2,70(458nm) e 2,77 (447nm) em relacdo ao isbmero A. Este deslocamento pode
ser atribuido a maior forca de campo-ligante do nitrogénio N1- em relagdo ao nitrogénio
N3- da histamina coordenada, que aumenta a energia dos orbitais dr do metal por 0,12 eV
e diminui a energia necessaria para promover um elétrons para o orbital =* da phen. O
valor experimental do maximo de absorcéo (485 nm) do complexo Ru-him & compativel
com o valor tedrico de 2,53 eV (489,7 nm) obtido para o isomero R, Figura 9. Estes
resultados indicam que as transicdes eletrbnicas observadas experimentalmente em

CH3CN podem ser atribuidas ao isdmero R. Aléem do mais, o fato de que as transicdes
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eletrbnicas calculadas seguem o0s espectros eletrénicos experimentais sugerem que as
geometrias calculadas estdo pelo menos qualitativamente corretas.

Além das transicbes de MLCT, os calculos tedricos de absorcdo UV-vis indicam a
presenca de estados excitados dissociativos centrados no metal (MC). Estes estados
excitados sdo observados a 3,69 eV (335,9 nm) para o isomero A e 3,81 eV (325,3 nm)
para o isomero R, Tabela 1 e 2, anexo A3. Estes estados excitados apresentam forca de
oscilador muito baixas (1,5 x 102 e 1,0 x 10™) para o isémero A e R respectivamente.

Devido a intensidade baixa, esta transicdo é obscurecida pela transicao intensa de MLCT.

4.2.5. VOLTAMETRIA CICLICA E PULSO DIFERENCIAL

Utilizando a técnica eletroquimica pelo método de voltametria ciclica e pulso
diferencial, estudou-se o0s processos de oxidacdo e reducdo dos complexos cis-
RuCl,(phen),, cis-[Ru(phen),(him),](PFe). em diclorometano. O voltamograma ciclico do
precursor cis-RuCly(phen), (Figura 10A) € caracterizados por um par redox apresentando
AE de ~ 60 mV que segue a equacédo de Nerst indicando um processo reversivel de um
anico elétron.

A remocéo de um elétron do orbital dn do Ru(ll) para gerar Ru(lll) é influenciado
pela natureza do ligante. Uma vez que a densidade eletronica localizada sobre o metal
esta diretamente relacionada as propriedade n e ¢ doadora e receptora de elétrons dos
ligantes coordenados, a natureza dos ligantes coordenados afeta os potenciais Ru(l1/111)%°,
Para ligantes da mesma série, a presenca de substituintes retiradores de elétrons
aumenta o potencial de oxidagcdo enquanto o oposto ocorre para substituintes doadores de
elétrons®®. Desta forma a substituicdo dos ions cloretos, que sdo ligantes doadores = de

elétrons pelo ligante imidazol, promove uma diminuicdo na densidade eletronica sobre o
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centro metalico, com consequiente deslocamento do potencial do Ru(ll) para regides mais
anddicas (Figura 10B). Nos voltamogramas ciclicos também estdo presentes varias
reducbes que ocorrem a potenciais negativos e todas sdo centradas no ligante
fenantrolina. A Figura 11A,B apresentam os espectros de pulso diferencial do complexo

Ru-him em acetonitrila.
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FIGURA 10. Voltamograma ciclico dos complexos A) cis-RuCly(phen), e B) cis-
[Ru(phen),(him),]** em diclorometano com eletrodo de referéncia de Ag/AgCl em solucéo

0,1 mol.L Y de PTBA, v = 100 mV/s.
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FIGURA 11. Pulso diferencial do complexo cis-[Ru(phen)z(him).]** em acetonitrila A)
oxidacdo, B) reducdo com eletrodo de referéncia de Ag/AgCl em solucéo 0,1 mol.L™ de

PTBA, v =100 mV/s.

4.2.6. FLUORESCENCIA

O espectro de emissdo do complexo Ru-him em acetonitrila quando excitado com
luz de 490 nm apresenta uma banda bem definida com comprimento de onda maximo em
635 nm, (Figura 12). A emissdo € independente do comprimento de onda de excitacao
(300 e 500 nm) e o espectro de excitacdo (Aem = 640 nm) € similar ao espectro de
absorcéo (inserido na Figura 12).

Para verificar efeitos de agregacdo os quais podem levar a supressao da emissao
do complexo, a luminescéncia do complexo Ru-him foi investigada na faixa de 1x10° a
1x10™ mol L™. Os gréficos de intensidade de emissdo (rem) Vs Ru(ll) realizado em
acetonitrila s&o mostrados nas Figura 13. Determinou-se, assim, a concentracdo de 5x107°

mol L™ para a continuidade aos estudos.
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Apesar da emissdo ser independente do Ay, a intensidade de emissdo é
dependente do solvente usado (acetonitrila, acetona, metanol, DMSO, cloroférmio,
diclorometano e agua) sendo mais intensa em solventes apolares (Figural4). Neste caso
o rendimento quéntico de emissdo em CH3CN (0,035) é similar ao obtido para o
complexo® [Ru(phen)s]** apesar da emissdo no complexo Ru-him ser mais deslocada

para a regigo do vermelho o que indica que ndo ha impureza de [Ru(phen)s]*".
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FIGURA 12. Emissdo do complexo cis-[Ru(phen),(Him),]J(PFs). em acetonitrila na
concentracdo de 5x10° mol . L™ com Aex = 480nm. Inserido o espectro de excitagdo com

Aem = 650 nm.
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FIGURA 13. Dependéncia da concentracdo na intensidade de emissdo dos complexos
[Ru(phen)2(Him),](PFs), em agua no intervalo de concentracéo de 1x10™ a 1x10™ mol.L™

NO Aexc = 480Nm.
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FIGURA 14. Emissdo do complexo cis-[Ru(phen),(him),](PFs). em varios solventes na

concentracdo de 5x10° mol . L™ com Aexc = 480nm.
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A Figura 15 mostra a diferenca de energia entre 0 maximo de emisséo e a absorgao
de menor energia, AE (abs-em), do complexo Ru-him, denominado deslocamento de
Stokes®. O valor obtido de 6000 cm™ é coerente com os valores esperados para

6465 & mostram a alteracéo na polaridade do complexo

complexos polipiridinicos de Ru(ll)
com a excitagcdo com luz de 490 nm.

As propriedades luminescentes do complexo Ru-him também foram verificadas em
solugédo de MeOH/ ETOH 4:1 na temperatura de 77K (Figura 16). A 77 K a emissdo do
complexo apresenta dois picos vibracionais com uma diferenca entre eles de 1257 cm™

semelhante aos valores observados para o complexo [Ru(phen)s]** ®®.

deslocamento de Stokes

—— Absorc¢éo
- +emisséo

normalizado

0.0

400 500 600 700
A(nm)

FIGURA 15. Espectro de absorcdo e emissdo do complexo cis-[Ru(phen)z(him)z]** em

acetonitrila.
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FIGURA 16. Espectro de emisséo do complexo cis-[Ru(phen)z(him)z]** Lexc = 480 nm em

solugdo metanol/etanol (4:1) e a temperatura ambiente.

4.2.7. DETERMINACAO DO TEMPO DE VIDA NO ESTADO EXCITADO

A Figura 17 mostra a cinética de decaimento de emissao para o complexo Ru-him em
acetonitrila. O perfil da curva de decaimento de emisséo resultou em um decaimento bi-
exponencial com valores de tempo de emissdo medidos de 184,7 ns e 43,76 ns com
fatores pre-exponenciais de 0,67 e 0,33.

Estes resultados sugerem a presenca de dois compostos emissores no complexo Ru-
him, antes da excitagdo, consistente com a observacdo de dois isdbmeros, A e R, do
complexo Ru-him obtidas nos experimentos de RMN de *H em CDsCN. A similaridade nos

valores de tempo de vida de transiente (164,0 ns and 35,7 ns) com os valores de tempo de
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vida de emissdo confirmam que as duas emissdes tem origem nos estados excitados de
3MLCT (Ru— phen).

Os valores de tempos de vida de emissdo sdo menores que os valores observados
para o complexo [Ru(phen)s]** (500 ns)®?, sendo que o isémero que apresenta maior
tempo de vida de emissdo medido € responsavel por 90,7% da emissao de fluorescéncia
total. A diminuicdo no tempo de vida de emissao € atribuida em parte a contribuicdo do
decaimento ndo radiativo (5,2 x 10° s) que esta associado com o menor valor da
constante de velocidade radiativa (0,18 x 10° s™) provavelmente devido a populacdo

térmica de um estado excitado centrado no metal.
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FIGURA 17. Decaimento do tempo de vida de emissdo do complexo cis-

[Ru(phen),(him),]** em acetonitrila.
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4.2.8. ESTUDOS DE INTERACAO DO COMPLEXO Ru-him COM SORO ALBUMINA
BOVINA

O perfil observado nos espectros de absor¢cdo UV-vis e de emissdo do complexo
Ru-him em solventes ndo aquosos sdo mantidas em agua pura e em solucdo aquosa
(tampéo Tris/HCI, pH 7.4) na auséncia e presenca da proteina do soro albumina bovina
(BSA). Estas propriedades séo relevantes para o desenvolvimento de um sistema de
entrega de farmacos principalmente porque as propriedades de transporte de
metalofarmacos para seus sitios alvo no sistema fisioldgico da albumina do soro vém
sendo extensivamente descrita na literatura®”"°.

Por este motivo, iniciamos estudos da interacdo do complexo Ru-him com a
proteina do soro bovino albumina (BSA). Nestes experimentos a solucdo aquosa de
tampéao (Tris HCI, pH 7.4) de BSA e do complexo Ru-him foram misturadas e incubadas
por 24 horas antes do uso, e avaliadas usando a técnica de supressao de fluorescéncia. O
espectro de emissdo da proteina BSA quando excitada com luz de 280 nm apresenta um
maximo de emissdo em 344 nm. Como mostrado na Figura 18 as mudancas na forma da
banda e no comprimento de onda maximo de emissdo do BSA (2,27 x 10° mol L™) com a
adicdo do complexo Ru-him nas concentragbes (2,5x10° a 5,0x10° mol.L™") foram
insignificantes, indicando que a presenca do complexo ndo provoca mudancas
significativas na estrutura secundaria da proteina.

N&o foi possivel calcular o grafico de Stern-Volmer (Ksy), a constante de velocidade
de supresséo (Ky) e o nimero de sitios ativos para este experimento devido ao efeito de
filtro existente no experimento. Podemos dizer apenas que os resultados indicam que

ocorre uma interacdo do complexo com BSA como esperado devido a diminuicdo da

emisséo do BSA pelo complexo Ru-him.
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FIGURA 18. Supressdo da emissdo do BSA (2,27 x 10° mol L™) pelo complexo Ru-him

nas concentracdes 2,5x10° a 5,0x10™° mol.L™ em tamp&o tris/HCI 50mM pH 7,4.

Para avaliar a contribuicdo do fragmento {Ru(phen),}** para a interacdo BSA -
complexo, experimentos semelhantes de supressdo da fluorescéncia do BSA pelo
complexo foram realizados para a histamina livre. Nenhuma mudanca na intensidade da
fluorescéncia do BSA foi observada na presenca da histamina livre (2,5 x 10° a 5 x 10°
mol L) (Figura 19). Estes resultados mostram que a afinidade de histamina com o BSA
pode ser aumentada significativamente, pela coordenacao do centro metalico de Ru (ll).
Além disso, esses resultados sugerem que o fragmento {Ru(phen),}** apresenta

caracteristicas estruturais que sédo essenciais para a interacdo da histamina com o BSA.

45



3000 -

2500 4

2000 4

1500 -

1000 -

intensidade relativa (u.a.)

500 +

300 330 360 390 420
A(nm)

FIGURA 19. Supressdo da emissdo do BSA (2,27 x 10° mol L™) pelo ligante him nas

concentracdes 2,5x10° a 5x10° M em tampéo tris/HCI 50mM pH 7,4 a 37 graus.
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4.2.9. ESTUDO DE FOTOLISE CONTINUA

O complexo Ru-him é termicamente estavel quando estocado em solugdo aquosa e

em solventes orgéanicos na auséncia de luz.

4.2.11. FQTOLISES QONTiNUAS ACOMPANHADAS POR ESPECTROSCOPIA DE
ABSORCAO ELETRONICA UV-vis.

Os espectros de absorcdo obtidos durante a fotolise continua do complexo Ru-him
em CH3CN com luz de 420 nm sdo mostrados na Figura 20. Neste experimento
efetuaram-se medidas de absorcdo de 30 em 30 segundos durante aproximadamente 30
minutos. Observa-se um decaimento continuo dos maximos de absorcdo a 483 nm e o
aparecimento de uma banda com o maximo de absorcdo em torno de 420 nm tipico da
formacdo do complexo cis-[Ru(phen),(CH3CN)2J?*,(Amax = 420 NM; emax = 8700 mol™ L cm’
11 sugerindo um mecanismo fotoquimico dissociativo com participacdo dos estados

excitados centrados no metal (MC).
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FIGURA 20. Espectros de absorcéo eletrénica obtidos durante a fotolise do complexo cis-

[Ru(phen),(Him)2]** em acetonitrila .

Os experimentos de fotdlise continua acompanhados por absorcdo UV-vis
realizados em meio aquoso nao levaram a alteragOes significativas nos espectros de
absorcao eletrdnica uma vez que o fotoproduto cis-[Ru(phen)>(H20)2]%" (Amax = 469 nm;
Amax = 10700 mol™ L cm™)™* apresenta absorcdes intensas na mesma regigo do complexo
Ru-him (Figura 21). Este fato dificultou a analise da reatividade fotoquimica destes
complexos em solucdo aquosa pela técnica de espectroscopia UV-vis. Os estudos
fotoquimicos em meio aquoso foram acompanhados por espectroscopia de emissao

descritos na se¢éo 5.2.13.
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FIGURA 21. Espectros de absor¢éo eletronica obtidos durante a fotdlise do complexo cis-

[Ru(phen),(him),]** em H-O.

4.2.12. FOTOLISES CONTINUAS ACOMPANHADAS POR VOLTAMETRIA CICLICA.

A fotoquimica do complexo Ru-him com luz de 420 nm em CH3CN foi acompanhado
por voltametria ciclica. Durante a fotélise o potencial de oxidacdo em 1,04 V do complexo
Ru-him desloca para 1,22 V (Figura 22). Os novos picos de oxidagdo formados s&o
concordantes com os valores da literatura’™ para o complexo cis-[Ru(phen)>(CHzCN),]**.
Estes resultados s&o consistentes com o decréscimo da densidade eletrénica do centro

metalico causada pela diminuicdo da basicidade do ligante coordenado.

49



4,2x10° 1

3,5x10° 1
2,8x10° 1

2,1x10°

i(A)

1,4x10°4
7,0x107 1
0,0+

-7,0x10”

FIGURA 22. Fotblise acompanhada por voltametria ciclica do complexo cis-
[Ru(phen),(him),]** com eletrodo de referéncia de Ag/AgCl em solugédo 0,1 mol.L™ de

PTBA em acetonitrila.

4.2.13. FOTOLISES CONTINUAS ACOMPANHADAS RMN 1H.

Para avaliarmos as propriedades fotoquimicas dos isbmeros A e R do complexo
Ru-him foram realizados experimentos fotoquimicos acompanhados por espectroscopia de
RMN de 'H nos solventes CD3CN e CD3OD.

Na Figura 23 sdo mostrados os espectros de RMN de *H obtidos antes da fotélise e
apos uma irradiacdo de 40 min em CD3CN com luz de 420 nm. A primeira comparacao foi
realizada na regiao do préton do anel imidazélico (figura 23A). Observa-se uma conversao
do grupo H2a'(CH) somente para o isébmero R (72%). Os sinais do grupo H2a(CH) para o
isomero A (38%) permaneceram intactos. Apos 30 minutos de irradiagdo a concentracdo

do isomero R foi consumida sendo mantida em 27% da concentragao inicial. Uma vez que
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histamina livre é insoluvel em CD3;CN néo identificamos sinais devido a labilizacdo deste
ligante, Entretanto observamos sinais a 9,77 ppm que correspondem ao fon complexo”?
cis-[Ru(phen)(CDsCN),]** (Figura 23B).

O acompanhamento da fotdlise por RMN *H em solugdo de CDs;OD resultou em
comportamento similar. Observou-se que somente o isdmero R foi consumido. A Figura 24
mostra que apods a irradiacdo de 40 minutos o sinal do isbmero R em 6,75 ppm
desaparece formando um sinal em 6,80 ppm caracteristico dos prétons de histamina livre,
enquanto que o sinal do isbmero A permaneceu praticamente intacto. A concentracao de
histamina livre é equivalente ao consumo do complexo Ru-him, indicando que a
fotossubstituicdo foi quantitativa. Os quatro sinais na regido de 6,4 a 6,6 ppm atribuidos
aos dois isbmeros conformacionais A1 e R1 em CD3;OD também foram totalmente
consumidos durante a fotdlise.

O rendimento quantico de formacéo de produto avaliado para a histamina liberada
na fotolise do complexo Ru-him foi determinado para os solventes CD3CN e CD3;OD com

luz de 420 nm e o valor obtido foi de 0,13 para ambos 0s solventes.
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FIGURA 23. Espectro de RMN *H do complexo Ru-him em CDs;CN antes e depois da
fotdlise utilizando uma irradiacdo de 420 nm por 30 min A) regido dos protons do anel

imidazolico B) regido da fenantrolina.
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FIGURA 24. Espectro de RMN *H do complexo Ru-him em CDs;OD antes e depois da
fotGlise utilizando uma irradiacdo de 420 nm por 40 min na regido dos protons do anel

imidazdlico.
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4.2.14. FOTOLISES CONTINUAS ACOMPANHADAS LUMINESCENCIA EM

ACETONITRILA.

A fotélise do complexo Ru-him também foi monitorada pelas alteracdes nos
espectros de emissdao. Como mostrado na Figura 25 a intensidade de emissdo diminui
continuamente durante a fotlise. Como esperado o complexo cis-[Ru(phen),(CHsCN),]**
nao apresenta luminescéncia a temperatura ambiente.

Os resultados de fotdlise continua monitorada pelas técnicas espectroscopica ( UV-
vis, RMN de *H e de luminescéncia) e eletroquimica por voltametria ciclica indicam que a
irradiacdo do complexo Ru-him com luz de 420 nm envolve a fotosubstituicdo dos dois
ligantes histamina coordenados de acordo com as equacgdes 1 e 2.

Estes resultados sugerem que a fotosubstituicdo da histamina resulta da populacao
de um estado excitado dissociativo. Neste caso os estado excitados de MLCT e MC teriam
energias muito proximas com populacdo competitiva ou populacéo térmica pelo estado
excitado de menor energia. Em adicdo, histamina pode ser considerada um ligante de
campo ligante fraco (pKa ~ 9,8)". Portanto, é esperado ser labil em complexos de metais
de transicdo que apresentam estado excitado de Ru(ll)’*. A presenca de um ligante
doador de elétrons desestabiliza os estados excitados de MLCT os quais levam a um
decréscimo no intervalo de energia entre os estados emissivos de *MLCT e os estados
excitados centrados no metal (3MC) dissociativos. Cabe salientar que os estados
excitados *MC s&o populados por caminhos térmicos em um ndmero relativamente grande
de complexos polipiridinicos de Ru(ll). Os calculos de DFT descritos anteriormente
também mostraram a presenca de estados singleto de MC e MLCT no complexo Ru-him
abrindo a possibilidade de populagdo dos estados tripletos de MC e MLCT durante a

fotolise do complexo como observado experimentalmente.
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FIGURA 25. Fotolise continua do complexo Ru-him com luz de 420 nm em CH3CN

acompanhado por emissdo durante 25 minutos.

A irradiacédo continua do complexo Ru-him com luz de 420 nm est4 associada a um

processo dissociativo (equacao 1 e 2).

cis-[Ru(phen),(him)]** + CHsCN + luz — cis-[Ru(phen),(him)(CHsCN)J** + him (1)

cis-[Ru(phen)z(him)(CHsCN)J** + CH3sCN + luz — cis-[Ru(phen),(CHsCN),J** + him  (2)

4.2.15. EXPERIMENTOS FOTOQUIMICOS EM SOLUCAO AQUOSA NA AUSENCIA E
PRESENCA DE BSA.

A Figura 26 mostra o experimentos de fotolise continua (Air = 420 nm) do complexo
Ru-him acompanhados por luminescéncia em &agua pura (Figura 26A) e em solucéo

tampéo (Tris HCI, pH 7.4) na presenca de BSA (Figura 26B). Os resultados obtidos foram
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similares: Observou-se uma diminui¢cdo continua na intensidade de emissédo do complexo
a 640 nm revelando no final da fotolise um ombro a 580 nm.

Com base em resultados da literatura®, nas condicées fisiolégicas de pH o ligante
histamine livre é encontrado principalmente na forma mono-cation N1. Os experimentos
fotoquimicos acompanhados por espectroscopia de RMN de 'H em solvente prético,
discutidos anteriormente, também mostraram que o isbmero A é mais sensivel a fotdlise
do que o isdbmero R. Estas investigacdes sugerem que no pH 7,4 o maximo de emissao a
580 nm (Figura 26B) provavelmente corresponde ao isdmero A.

Vale ressaltar que a presenca do BSA néo altera a fotosubstituicdo da histamina no
complexo Ru-him.

Os resultados obtidos mostram que a supressao da luminescéncia do complexo Ru-
him durante a liberacao fotoquimica da histamina coordenada pode ser usada como sonda
molecular dos sitios alvos da histamina bem como no controle do tempo e dose de

histamina a ser liberada no meio fisiolégico.
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FIGURA 26. Fotélise continua do complexo Ru-him com radiacdo de luz de 420 nm em A)
agua com 30 minutos de irradiacdo e em B) tampao tris/HCI na presenca de BSA com 40

minutos de tempo de irradiacéo.

4.3. CARACTERIZACAO E ESTUDOS FOTOQUIMICOS E FOTOFISICOS PARA O
COMPLEXO cis-[Ru(phen),(4-apy).]**

4.3.1. CARACTERIZACAO

A Figura 27 apresenta a estrutura do complexo Ru-4apy para a atribuicdo do
espectro de RMN de 'H. A Tabela 5 apresenta os valores de deslocamento quimico e as
constantes de acoplamento (J) para o complexo cis-[Ru(phen).(4-apy):](PFs)2. O espectro
de RMN de 'H do complexo Ru-4apy em CDs;CN apresentou dois dubletos devido aos
prétons do anel da aminopiridina em 7,76 e 6,34 ppm e 1 singleto atribuido ao NH do

grupo amina em 5,26 ppm (Figura 28).
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FIGURA 27. Estrutura do complexo Ru-4Apy com as respectivas numeracoes utilizadas na

TABELA 6.

TABELA 5. Deslocamento quimico de *H &4 (ppm) e constantes de acoplamento J (Hz)

dos prétons do complexo Ru-4-Apy em CD3CN.

6u (ppm), mult., J (Hz)

9,35 (dd; 5,4/1,1)

3,3
4,4 8,09 (m)
55 8,67 (dd; 8,4/1,1)
6, 6 8,15 (d; 8,9)
7,7 8,05 (d; 8,9)
8,8 8,32 (dd; 8,4/1,1)
99 7,42 (m)
10, 10’ 7,94 (dd; 5,4/1,1)
1a, 1@’ 7,76 (d; 7,0)
2b, 2b’ 6,34 (d; 7,0)
N-H 5,26 (S)
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FIGURA 28. RMN de 'H do complexo Ru-4apy em CDsCN na regido do ligante

coordenado aminopiridina.

O espectro eletrébnico do complexo cis-[Ru(phen).(4-apy)2](PFs)2 na regido do visivel
em acetonitrila é caracterizado por uma absorcgéo intensa e larga em 482 nm (¢ = 7600
L.mol*.cm1) atribuida qualitativamente a duas transicées de MLCT sobrepostas dn(Ru(ll)
— phen e dn(Ru(ll) —> 4Apy (Figura 29 A). As absorcdes presentes na regido do
ultravioleta sdo atribuidas qualitativamente a sobreposicao das transi¢cdes de transferéncia
de carga interna do ligante (LLCT), fenantrolina — fenantrolina (x — =*), 4Apy — 4Apy (n
— 1*) e também as transi¢bes centradas no metal Ru(ll) — Ru(ll) (dr — d=*).

A Figura 29 B apresenta 0s espectros absorcdo no estado excitado do complexo
Ru-4apy em acetonitrila com um pulso de excitacédo de 8 ns no comprimento de onda de
355 nm. Observa-se uma absorcdo negativa na regiao entre 400 a 550 nm com maximo

aproximadamente em 500 nm (na mesma regido da banda de MLCT observada no estado
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fundamental) e duas absor¢des positivas com o maximo aproximadamente em 350 nm e
600 nm que séo atribuidas ao anion radicalar fenantrolina. A absor¢cédo negativa na mesma
regido da absorcdo no visivel indica que os complexos no estado excitado retém sua
estrutura de estado fundamental sugerindo a formacdo do estado excitado de MLCT?
{Ru"(phen+),(4-Apy)-}*. O espectro de absorcdo no estado excitado do complexo Ru-4-
Apy é similar ao espectro de transiente do complexo [Ru(phen)s]**. Com esses dados
podemos concluir que a banda larga de absor¢cdo no estado fundamental com o maximo
na regido de 450 nm € uma transicdo MLCT dn(Ru(ll) — phen.

Utilizando a técnica eletroguimica pelo método de voltametria ciclica, estudou-se os
processos de oxidacdo e reducdo do complexo cis-[Ru(phen).(4-apy).](PFes). em
acetonitrila. O voltamograma ciclico apresentou um par redox em 0,84 /0,92 V referente ao
par redox Ru (lI/111). O valor de E;/, obtido foi 0,88 V (Figura 29 C).

O complexo cis-[Ru(phen),(4apy)2](PFs). apresentou luminescéncia na regido do
visivel. O espectro de emissdo mostra uma banda bem definida com comprimento maximo
de emissdo em 635 nm em acetonitrila, quando foi excitado em 480 nm. O espectro de
emissao foi independente do comprimento de onda de excitagdo entre 300 e 500 nm. A
emissao foi verificada a temperatura de 77 K, em uma solugdo MeOH/ ETOH 4:1 e no
estado sdlido (Figura 29 D). Na temperatura de 77 K a emissdo do complexo Ru-4apy
apresentou dois picos de absorcdo com uma diferenca entre eles de 1257 centimetros™ é
semelhante aos picos do complexo [Ru(phen)s]**. O rendimento quantico de emissdo

obtido a temperatura ambiente em acetonitrila foi igual a 0,038.
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FIGURA 29. A) Espectro eletrénico do complexo cis-[Ru(phen),(4-apy).] (PFe)2 ha regiao
do visivel em CH3CN, B) espectro de absorcdo no estado excitado do complexo cis-
[Ru(phen)a(4-apy)2] (PFe), com Aex = 355 nm e concentracdo de 5x10™ mol™ L, C)
Voltamograma ciclico do complexo cis-[Ru(phen).(4-apy).](PFe). respectivamente com
eletrodo de referéncia de Ag/AgCl em solucdo 0,1 mol.L™ de PTBA em acetonitrila, v = 100
mV/s, D) espectro de emissdo do complexo cis-[Ru(phen).(4-apy).](PFe)2 Aexc = 480 nm e
Aexc = 450 nm respectivamente em solu¢cdo metanol/etanol (4:1) a 25°C e 77K e no estado

solido.
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4.3.2. ESTUDOS DE SUPRESSAO

A interacdo do BSA com o complexo cis-[Ru(phen),(4-apy).](PFe). € com o ligante
4-Apy foram analisadas pelo método de fluorescéncia. Nestes experimentos a emissdo do
BSA a 340 nm foi monitorada a varias concentracdes de complexo (2,5x10° a 9,0x10° M)
(Figura 30). As mudancas na forma no comprimento de onda méaximo de emisséo do BSA
foram insignificantes, indicando que a presenca do complexo ndo provoca mudancas
significativas na estrutura secundaria da proteina. Nao foi possivel calcular o gréafico de
Stern-Volmer (Ksy), a constante de velocidade de supresséo (Ky) e o nimero de sitios
ativos para este experimento devido ao efeito de filtro existente no experimento. Podemos
dizer apenas que os resultados indicam que ocorre uma interagdo do complexo com BSA
como esperado devido a diminuigdo da emisséo do BSA pelo complexo Ru-4Apy.

A interacdo BSA com a 4apy livre também foi analisada por supressdo da
luminescéncia do BSA (Figura 31). Para a temperatura de 37 °C obteve-se os seguintes
valores: Ksy=3,68 x 10® mol L™, K;=5,92 x 10" mol™* L s e K, = 38,01 mol L.

Estes resultados mostram que a coordenagdo da 4-aminopiridina ao fragmento
{Ru(phen),**} aumenta a interacéio da 4apy com o BSA. Este fato & muito importante para
nosso trabalho ja que 0 nosso objetivo é aumentar o tempo de retencdo da 4-aminopiridina

no organismo.
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FIGURA 30. Supressdo da emissdao do BSA 0,15mg/ml pelo complexo Ru-4-Apy nas
concentracdes 2,5x10° a 9x10° M - em tampao tris/HC| 50mM pH 7,4. Insert o grafico de

Stern-Volmer do BSA-4-Apy em 37 graus.
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FIGURA 31. Supressdo da emissdo do BSA 0,15mg/ml pelo ligante 4-Apy nas

concentracdes 2,5x10° a 9x10™° mol.L™* a 37°C em tampéo tris/HCI 50mM pH 7,4.

4.3.3. ESTUDOS FOTOQUIMICOS

A fotoquimica do complexo Ru-4apy com luz de 420 nm acompanhada por RMN *H
em CD3;CN na regido da 4-aminopiridina estd apresentada na Figura 32. Podemos
observar que depois de 30 minutos de fotdlise os sinais dos prétons CH do anel da
aminopiridina em 7,76 e 6,34 ppm e o sinal do préton do grupo amino em 5,26 ppm foram
parcialmente consumidos com o aparecimento de um sinal alargado em 4,85 ppm que
corresponde ao sinal do préton do grupo amino da 4-aminopiridina livre (Gréfico inserido
na Figura 32). Os espectros de RMN de *H mostram também que apés a fotélise os sinais

dos protons da fenantrolina deslocaram para um campo mais forte sendo que o sinal que
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surge em 9,80 ppm corresponde ao préton mais é&cido do complexo cis-
Ru(phen),(CDsCN),J** (Figura 33). Estes resultados mostram ocorreu a labilizagéo
fotoquimica do ligante 4apy coordenado no complexo Ru-4apy. O rendimento quantico de

consumo do complexo Ru-4apy foi de 0,22 em acetonitrila.

45 46 47 48 49 50 51 52
ppm

4 R S

76 72 68 64 60 56 52 48
ppm

FIGURA 32. Espectro de RMN *H do complexo Ru-4apy em CDsCN na regido da 4-apy,

antes e depois da fotdlise utilizando uma irradiacdo de 420 nm por 30 min.
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FIGURA 33. Espectro de RMN 'H do complexo Ru-4apy em CDs;CN na regido da

fenantrolina, antes e depois da fotélise utilizando uma irradiacéo de 420 nm por 30 min.

A fotoquimica do complexo cis-[Ru(phen).(4-apy).](PFs). também foi acompanhada
por espectroscopia (UV-vis e luminescéncia) e por voltametria ciclica (Figura 34).

A Figura 34A mostra que a fotélise em acetonitrila acompanhada por voltametria
ciclica resulta no deslocamento do potencial redox inicial Eqx =1,08 V € Ereq = 1,0 para Eqx
= 1,27V e Eg = 1,15 V, respectivamente. O novo par redox formado € concordante com
os valores da literatura® para o complexo cis-[Ru(phen),(CHsCN),J*".

Nos experimentos de fotblise continua acompanhados por UV-vis em acetonitrila

observou-se um decaimento continuo do méaximo de absorcdo em 484 nm e o
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aparecimento de uma absorcdo com maximo em torno de 420 nm tipico da formacéo do

complexo? cis-[Ru(phen)(CH3CN),]** (Figura 34B).

Os experimentos de fotdlise continua acompanhados por UV-vis realizados em
meio aquoso nao levaram a alteracdes significativas nos espectros de absorcédo eletrénica
uma vez que o aquocomplexo formado apresenta absorcfes intensas ha mesma regiao do

complexo de partida.
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FIGURA 34. Fotdlise do complexo cis-[Ru(phen).(4-apy).](PFs). acompanhada por A)
voltametria ciclica com eletrodo de referéncia de Ag/AgCl em solucdo 0,1 mol.L™* de PTBA

em acetonitrila. B) UV-Vis na regido do visivel em acetonitrila.
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4.4. EXPERIMENTOS PRELIMINARES DE CITOTOXICIDADE

Foram feitos estudos preliminares de citotoxicidade em macrofagos J774-Al para o
complexo Ru-him. A Figura 35 mostra a viabilidade celular em (%) dos macrofagos na
presenca do complexo Ru-him nas concentragdes: 2,5uM, 5,0uM, 10,0uM e 15,0uM.
Como podemos observar em nenhuma dessas concentracdes houve alteracdo da
viabilidade celular o que € um excelente resultado jA que esta etapa é essencial para
nosso candidato a farmaco. Investigamos também a citotoxicidade dos subprodutos da
fotoquimica em meio aquoso do complexo Ru-him. Para este experimento usamos a
concentracdo de 2,5uM de complexo a qual foi a mais proxima do controle (CT). A Figura
36 representa a viabilidade celular quando irradiamos com luz de 1,0 J/cm? com filtro na
regido de 400 — 600 nm no meio macr6fago — complexo. Podemos observar que a

fotoquimica n&o afetou os resultados de viabilidade celular dos macrofagos.

-
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CT 25uM 5.0uM 10,0 uM 153.0 uM

FIGURA 35. Viabilidade celular dos macrofagos J774-Al na presenca do complexo Ru-

him nas concentracdes de: 2,5uM, 5,0uM, 10,0uM e 15,0uM.
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FIGURA 36. Viabilidade celular dos macrofagos J774-Al na presenca do complexo Ru-

him depois da fotélise de 1,0J/cm?.
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5. CONCLUSAO

Os complexos cis-[Ru(phen),(L).]** séo sollveis em agua e apresentam absorcéo e
emissao intensas na regido do visivel. Estes complexos sdo termicamente estaveis
guando estocados no escuro por tempo indeterminado, tanto em solu¢do aquosa como em
solventes organicos. Entretanto, quando irradiados com luz visivel sdo capazes de liberar
o ligante doador-c (him, 4-apy). A fotolise destes complexos podem ser acompanhadas
pela diminuigdo continua dos maximos de emisséo.

Os experimentos de supressao da luminescéncia do BSA com o aumento da
concentracdo do complexo cis-[Ru(phen),(L)-]** mostram que a viabilidade cellular dos
candidatos a farmacos histamina e 4-aminopiridina aumentam significativamente pela
coordenacdo ao fragmento metalico {Ru(phen).*'}. Apesar de preliminares os resultados
de citotoxicidade obtidos até o momento como macréfagos J774-A1l mostraram que O
complexo ndo apresenta toxicidade a este tipo de célula no escuro bem como na presenca
de luz visivel.

Estas caracteristicas sdo bastante atrativas para o possivel uso destes complexos
no tecido humano. Os resultados obtidos mostram também que estes complexos séo
candidatos promissores para atuarem como sistema de entrega fotoquimica mais efetiva
destes farmacos aos alvos especificos do sistema fisiolégico. Isto porque a perda da
luminescéncia destes complexos com a irradiagdo permite localizar a regido a ser
entregue o farmaco e seletivamente controlar a dose do farmaco a ser liberado. Estes
resultados sdo importantes também quando consideramos a intolerancia da histamina livre
em determinadas concentracbes no meio fisiolégico'® e a alta toxicidade da 4-
aminopiridina uma vez que a dose maxima permitida ndo toxica é insuficiente para

produzir o maximo recobrimento benéfico?>.
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7. ANEXOS

ANEXO A1l - ALGUNS ASPECTOS SOBRE AS TRANSICOES ELETRONICAS

Uma série de transicOes eletrbnicas tais como as transicfes centradas no metal
(MC, mu (tog) — owm (eg), internas do ligante (L.—Lx), transferéncia de carga metal para
ligante (MLCT, dpg—Ly), transferéncia de carga ligante para metal (LMCT, L; — dig)
podem ser observadas nos complexos de metais de transicdo. Em geral, a labilidade
cinética e termodindmica, as caracteristicas redox, a solubilidade e as propriedades
fotoquimicas e fotofisicas desses compostos podem ser modificadas pela escolha de
ligantes especificos que alterem a densidade eletrdnica do centro metalico e, assim, suas
propriedades quimicas, fisicas e, conseqiientemente, a dinAmica dos estados excitados®.

A Figura 1 ilustra, de forma simplificada, o diagrama de orbitais moleculares de um

complexo de ruténio (Il) e suas possiveis transicoes.
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FIGURA 1. Diagrama de energia com todas as transicOes eletrbnicas em complexos
octaédricos. (1) transicao centrada no metal, (2a, 2b, 2c, 2d) transi¢do de transferéncia de
carga ligante-metal (LMCT), 3a, 3b: transicdo de transferéncia de carga metal-ligante

(MLCT), 4: transferéncia de carga interna do ligante (IL).

(1) TRANSICOES CENTRADA NO METAL (MC)

E observada entre niveis energéticos localizados no metal. Em um &atomo livre,
todos os cinco orbitais d estdo degenerados. Quando os seis ligantes se aproximam do
metal os orbitais d perdem sua degenerescéncia desdobrando em dois conjuntos de
orbitais: o primeiro triplamente degenerado constituido pelos orbitais dyy, dx, € dy; (tg), € 0
segundo duplamente degenerado constituido pelos orbitais dy.y> € d» (eg). A energia
necessaria para promover um elétron do conjunto de orbitais tyy para os orbitais eg é
representada por A ou 10Dq. O valor desta energia é dependente da natureza do metal e
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do ligante. As medidas espectroscopicas do parametro de desdobramento do campo
ligante 10Dq, permitem ordenar os ligantes segundo a magnitude do desdobramento que
induzem em um dado ion metalico.

Com base nessas observacfes, os ligantes foram ordenados em uma série
denominada série espectroquimica. Nesta série os ligantes sdo arranjados de acordo com
a sua capacidade de promover o desdobramento dos orbitais “d”, do centro metalico, na
formacdo do fon complexo, [MLg]™: I’ < Br < S < SCN, CI' < NO3 < N3 < F < OH <

C,04% < H,0 < NCS™ < CH3CN < py < SO3* < NH3 < PPh; < CN” < CO.

(2A, 2B, 2C, 2D) TRANSICOES DE TRANSFERENCIA DE CARGA DO LIGANTE PARA

O METAL (LMCT)

Nesse tipo de transferéncias os ligantes devem ser altamente redutores, tais como
os halogénios e o metal deverd ter orbitais d vazios para receber os elétrons. As bandas
de transferéncia de carga podem ser influenciadas pelo centro metalico, ligantes e 0 meio

reacional. Temos as 4 transicées possiveis para um complexo octaédrico.

TL— TIMm (tzg) TL— OMm (eg) oL — Tm (tzg) oL — Owm (eg)

Os orbitais moleculares . e o, sdo constituidos principalmente por orbitais dos
ligantes e os orbitais moleculares mv (t2g) € om (eg) séo constituidos principalmente por
orbitais do metal. Para os complexos octaédricos d® de baixo spin, as transicbes m — 7y
(t2g) € oL — 1M (tg) N@0 V&0 ocorrer porque os orbitais tyg estdo preenchidos, logo teremos

apenas duas possiveis transi¢ées n.— om (€g) € o — om (eg) LMCT.
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(3A, 3B) TRANSICOES DE TRANSFERENCIA DE CARGA DO METAL PARA O LIGANTE

(MLCT)

Nessas transicfes pode-se esperar que, quanto mais facil reduzido o metal e oxidar
o ligante, menor sera a diferenca em energia entre os orbitais doadores e receptores, e a
absorcao no espectro eletronico ira se deslocar para maiores comprimentos de ondas.

As transicOes de transferéncia de carga metal-ligante (MLCT) envolvem a excitacao
de um elétron de um orbital molecular do “metal” para um orbital molecular do “ligante”.
Para que esta transicdo ocorra € necessario que o complexo contenha ligantes =«
receptores, ou seja, os ligantes devem ter orbitais © vazios ou incompletos para receber os
elétrons vindos do metal. As duas transicdes possiveis para um complexo octaédrico

ocorrem entre 0s orbitais tog € eqgdo “metal” para os orbitais vazios n* dos “ligantes”.

mm (tog) = TCL* om(eg) = TEL*

(4) TRANSICOES DE TRANSFERENCIA DE CARGA INTERNA DO LIGANTE (IL)

E semelhante as transi¢cdes observadas nos ligantes insaturados ndo coordenados.
Por exemplo, os ligantes aromaticos N-heterociclicos, ndo coordenados, geralmente
apresentam, na regido do ultravioleta proximo e médio, bandas de transi¢cdes eletrbnicas
atribuidas a n —» n* e n1 — n*. Estas transi¢cdes ocorrem em regides de maior comprimento

de onda e sdo de alta intensidade.
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ANEXO A2 — UMA BREVE EXPLICACAO SOBRE OS PROCESSOS FOTOQUIMICOS E

FOTOFISICOS

Os niveis de energia vibracionais e rotacionais de uma molécula sdo muito
préximos em energia, ja os niveis eletrdnicos podem apresentar diferencas de energia
muito grandes. Estes ultimos podem ser alcancados pela absorcéo de luz. A fotoquimica
usa estas diferencas de energia entre os estados excitados eletronicamente para produzir
moléculas altamente energéticas, que podem ultrapassar a barreira de ativacdo de A para
P com menor gasto energético e, assim, levar a reacfes especificas e seletivas, que

muitas vezes, ndo ocorrem pelos caminhos térmicos (Figura 2).

Energia

Coordenada de Reacédo

FIGURA 2. Transformacdo térmica de A para P com energia de ativacdo E; e

transformacao fotoquimica de A para P com energia de ativacéo E, sendo E; < E;.

A populacdo de um estado excitado leva a formacdo de A* cuja energia e

geometria podem diferir significativamente daquela observada no estado fundamental®®*.

Uma vez que estas diferengas refletem diretamente na reatividade do estado excitado
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alcancado, a molécula em seu estado excitado passa a apresentar propriedades quimicas
e fisicas, muitas vezes, diferentes das observadas no estado fundamental. Entre essas
propriedades, a energia, a geometria molecular, a polarizabilidade, os momentos
magneéticos e de dipolos, as propriedades redox e de acido-base podem ser alteradas
quando passamos do estado fundamental para o estado excitado **.

Neste contexto, apos a populacdo de um dos seus estados excitados, a molécula
excitada “A*” pode dissipar seu excesso de energia eletronica retornando ao estado
fundamental por processos de desativacdo fotofisicos e/ou processos de desativacao
fotoquimicos (reagdo quimica), k,. Os processos de desativacdo fotofisicos podem ser
divididos em radiativos, k,, como fluorescéncia ou fosforescéncia, e ndo radiativos, kp,
conversao interna e cruzamento entre sistemas.

Os processos fotofisicos e fotoquimicos podem ser melhor representados em um
esquema denominado diagrama de Jablonsky (Figura 3). Uma substancia no estado
fundamental (Sp), quando excitada ao primeiro estado singlete (S;) geralmente segue
guatro caminhos de desativacdo: (1) decaimento ndo radiativo, (2) reacdo quimica
originando uma outra espécie no estado fundamental, (3) emissado de fluorescéncia ou (4)
cruzamento intersistemas para o mais baixo estado triplete (T1). O estado triplete gerado
pode voltar ao estado fundamental também por decaimento ndo radiativo, ou emitir
fluorescéncia, ou ter reacdo quimica com formacdo de outra espécie no estado

fundamental.
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produtos

FIGURA 3. Diagrama de Jablonsky. hi = absorcédo, K,c = decaimento ndo radiativo, K=
decaimento radiativo (fluorescéncia), Kgrs = reacao fotoquimica a partir do estado singlete
excitado, Kisc = conversao intersistema, Kp = decaimento radiativo (fosforescéncia) e Ky =

reacdo fotoquimica a partir do estado triplete excitado.

Para se efetuar um estudo quantitativo de uma reacéao fotoquimica, sdo necessarias
as seguintes medidas experimentais: intensidade da luz absorvida, quantidade e
identificacdo dos produtos da reacdo e valores de decaimento de emissédo ou absorgéo
dos varios estados excitados alcangados.

O rendimento quantico para a formacédo de produtos®* (¢p) descreve o numero de
moléculas de produto formado (ou reagente consumido) relativo a intensidade de luz

absorvida no estado reativo, isto €, a eficiéncia de uma reacédo fotoquimica (equacéao 1):

_namero de moléculas produzidas (ou consumidas)
P intensidade da luz absorvida
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A fotorreacdo dos complexos de metais de transicdo podem ocorrer por diferentes
caminhos: fotossubstituicdo, isomerizacdo, oxi-reducdo, transferéncia de elétrons e
transferéncia de energia. Freqlentemente observa-se que 0s processos de
fotossubstituicdo sdo induzidos pela irradiacdo na banda d-d (centrada no metal). Uma
transicdo “d-d” promove a redistribuicdo de carga entre os orbitais “d” do metal > °. Em um
complexo octaédrico a excitacdo na banda de campo ligante leva a promocdo de um
elétron de um dos orbitais tyy (dxz, dyz, dxy) que estdo direcionados entre 0S eixos
cartesianos do octaédro para um orbital e (dx?-y?, dz?), que estdo direcionados para os
eixos cartesianos, ou seja, diretamente posicionados para os ligantes coordenados ao
metal central (Figura 4).

Esta alteracdo na distribuicdo eletrénica pode resultar em modificacdes substanciais tanto
nas propriedades quimicas como fisicas do complexo de metal de transicdo. Por exemplo,
a populacdo dos orbitais “e4”, induz a reorganizacdo da esfera de coordenagdo podendo
induzir um alongamento da ligacdo M-L e seu enfraquecimento levando a dissociacdo dos

ligantes, ou ao ataque nucleofilico da esfera de coordenacéo.

X _hv X

FIGURA 4. Arranjo octaédrico dos ligantes ao redor de um ion metalico antes e depois da

irradiacéo de luz.
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ANEXO A3 - TABELAS

TABELA 1. Energia de transicdo eletronica, experimental e teérico (TD-DFT) para os

isobmeros A e R do complexo Ru-him em CH3CN.

Energia, eV | Energia, eV Forcado | Transicéo Atribuicao
(nm) / Exp. | (nm)/ Calc. Oscilador | Eletronica
isbmero A
2,56 (485) 2,62(474) 0,0838 | H-2—L(25%) MLCT
(Ru— phen’)
2,77(448) 2,76(449) 0,0628 | H—>L+3(66%) MLCT
HosL+2(14%) (Ru— phen’)
3,04(408) 0,0735 | H-2—L+2(51%) MLCT
(Ru— phen’)
3,69(336) 0,0015 | H-1-L+11(53%) MC
H-2—>L+11(11%) (Ru— Ru)
4,04(307) 0,0083 | H-8—L(23%) LLCT
H-2L+5(18%) | (phen— phen’)
4,66(266) 4,66(266) 0,1208 | H-9—L+2(33%) LLCT
H-9-L+3(14%) | (phen— phen’)
isbmero R
2,56 (485) 2,53(490) 0,0892 | H-1->L+1(35%) MLCT
H-2-5L(28%) (Ru— phen’)
H—L(22%)
2,70(458) 0,0867 | H—>L+3(82%) MLCT
(Ru— phen’)
2,77(448) 2,77(447) 0,0871 | H-2—>L+3(75%) MLCT
H-1—L+2(13%) (Ru— phen’)
3,81(325) 0,0001 | H-2—L+10(33%) MC
H-2—L+11(25%) (Ru— Ru)
4,66(266) 4,67(265) 0,1277 H-9—L+2(35%) LLCT
H-9-L+3(12%) | (phen— phen’)




A e R do complexo Ru-him em CH3CN.

TABELA 2. Carater e energia dos orbitais moleculares LUMO+11 — HOMO-4 dos isbmeros

Complexo A Complexo R
Orbital Carater Energia/eV  Carater Energia/eV
LUMO+11 59% Rud +0,11 | 53% Rud +0,33
21% phen 13% phen
14% him 10% him
LUMO+10 57% Rud +0,02 | 60% Rud +0,32
18% phen 21% phen
20% him 9% him
LUMO+4 98% phen -1,28 | 98% phen -1,23
LUMO+3 100% phen -2,41 | 100% phen -2,36
LUMO+2 98% phen -2,42 | 98% phen -2,39
LUMO+1 7% Rud 2,52 | 7% Rud -2,45
93% phen 93% phen
LUMO 3% Rud -2,55 |3% Rud -2,51
97% phen 97% phen
HOMO 76% Rud -5,82 | 72% Rud -5,70
18% phen 18% phen
6% him 10% him
HOMO-1 71% Rud -5,93 | 78% Rud -5,79
12% phen 13% phen
17% him 9% him
HOMO-2 83% Rud -5,94 | 82% Ru d -5,82
11% phen 12% phen
6% him 6% him
HOMO-3 7% Ru d -6,01 | 3% Rud -6,61
2% phen 3% phen
90% him 94% him
HOMO-4 98% him -6,10 | 98% him -6,69
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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