r UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA o
ytituto
} INSTITUTO DE QUIMICA ‘égmmw

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Avaliacao das interacdes entre a albumina sérica humana (ASH),
complexos terpiridina de Ruténio(II) doadores de 6xido nitrico (NO) e seus

respectivos aqua complexos

Dissertagdo de Mestrado

NAIARA CRISTINA BESSAS

Orientadora

PROFA. DRA. RENATA GALVAO DE LIMA

ITUIUTABA
MARCO DE 2022



Avaliacdo das interacgoes entre a albumina sérica humana (ASH),
complexos terpiridina de Ruténio(II) doadores de 6xido nitrico (NO) e seus

respectivos aqua complexos

Dissertagdo de Mestrado apresentada ao Programa de P6s-Graduagdao em Quimica, do
Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia, como requisito para obtengdo do

titulo de Mestre em Quimica.

Candidata: Naiara Cristina Bessas
Orientadora: Profa. Dra. Renata Galvao de Lima

Area de Concentracdo: Quimica Bioinorganica, Fotoquimica e Fotobiologia

ITUIUTABA

MARCO DE 2022



Ficha Catalografica Online do Sistema de Bibliotecas da UFU
com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

B557
2022

Bessas, Naiara Cristina, 1998-

Avaliagao das interagdes entre a albumina sérica
humana (ASH), complexos terpiridina de Ruténio(ll)
doadores de 6xido nitrico (NO) e seus respectivos aqua
complexos [recurso eletronico] / Naiara Cristina Bessas.
- 2022.

Orientadora: Renata Galvao de Lima.

Dissertacao (Mestrado) - Universidade Federal de
Uberlandia, Pés-graduacao em Quimica.

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: http://doi.org/10.14393/ufu.di.2022.182

Inclui bibliografia.

Inclui ilustracdes.

1. Quimica. I. Lima, Renata Galvao de,1975-,

(Orient.). II. Universidade Federal de Uberlandia. Pos-
graduacao em Quimica. lll. Titulo.

CDU: 54

Bibliotecarios responsaveis pela estrutura de acordo com o AACR2:
Gizele Cristine Nunes do Couto - CRB6/2091
Nelson Marcos Ferreira - CRB6/3074




UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Coordenacao do Programa de Pds-Graduacao em Quimica
Av. Jodo Naves de Avila, 2121, Bloco 5I - Bairro Santa Ménica, Uberlandia-MG, CEP
38400-902
Telefone: (34) 3239-4385 - www.cpgquimica.ig.ufu.br - cpgquimica@ufu.br

b

ATA
Programa de
Pés- .
Graduacao Quimica
em:
Defesa de: Dissertacao de Mestrado Académico, 339, PPGQUI
Data: De;mtq de margo de dois !—Igrla.de 8:30 Hora de |11:20
mil e vinte e dois inicio: encerramento:

Matricula do
Discente: 12012QMI010
Nome do Naiara Cristina Bessas
Discente:

. Avaliacao das interacdes entre a albumina sérica humana (ASH),
Titulo do

Trabalho: complexos terpiridina de Ruténio(ll) doadores de éxido nitrico (NO) e
' seus respectivos aqua complexos

Area de ~ .| Quimica

concentragao:

Linha (.je_ Quimica Bioinorganica, Fotoquimica e Fotobiologia

pesquisa:

Proieto d Entendimento das interacdes entre albumina humana e complexos de

Pcragjeu(i)saede ruténio doadores de 6xido nitrico do tipo [Rull(NH.NHq)(tpy)LIn+,

vinc%lagéO' L=NO+ ou NOZ2-: potencialidades na prevencao de alteracdes feto-
' placentérias

Reuniu-se por meio de webconferéncia, Plataforma Teams, link

https://teams.microsoft.com/l/channel/19%3aT7tkG-

OT4wFwYT8B2bNitBDFRIFHZW mM2A7To9UnQu711%40thread.tacv2/Geral?
agroupld=bfc26869-305c-4ff4-a52c-446f4d1c4c67&tenantld=cd5e6d23-cb99-4189-
88ab-1a9021a0c451, a Banca Examinadora, designada pelo Colegiado do Programa
de Pds-graduacao em Quimica, assim composta: Professores Doutores: Gilson de
Freitas Silva, da Universidade Federal de Minas Gerais; Roberto Santana da Silva, da
Universidade de Sao Paulo e Renata Galvao de Lima, orientadora da candidata.

Iniciando os trabalhos a presidente da mesa, Dra. Renata Galvao de Lima, apresentou
a Comissdao Examinadora e a candidata, agradeceu a presenca do publico, e
concedeu a Discente a palavra para a exposicdo do seu trabalho. A duracao da
apresentacao da Discente e o tempo de arguicao e resposta foram conforme as
normas do Programa.

A seguir o senhor(a) presidente concedeu a palavra, pela ordem sucessivamente,
aos(as) examinadores(as), que passaram a arguir o(a) candidato(a). Ultimada a
arguicao, que se desenvolveu dentro dos termos regimentais, a Banca, em sessao
secreta, atribuiu o resultado final, considerando o(a) candidato(a):



Aprovada.

Esta defesa faz parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de Mestre.

O competente diploma serd expedido apdés cumprimento dos demais requisitos,
conforme as normas do Programa, a legislacao pertinente e a regulamentacao
interna da UFU.

Documento assinado eletronicamente por Renata Galvao de Lima,
Professor(a) do Magistério Superior, em 18/03/2022, as 11:12, conforme
horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 19, do Decreto n?
8.539, de 8 de outubro de 2015.

1
sel! A
Jstnngn_u.}
eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Roberto Santana da Silva,
Usuadrio Externo, em 18/03/2022, as 11:12, conforme horério oficial de
Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de
outubro de 2015.

1
sel! A
Jstnngn_u.}
eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Gilson de Freitas Silva, Usuario
Externo, em 18/03/2022, as 11:31, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no art. 62, § 19, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

1
sel A
assinatura
eletronica

=% acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cédigo
- verificador 3409543 e o c6digo CRC BB2DBF9B.

Referéncia: Processo n?223117.013399/2022-09 SEI n2 3409543



Cfa&w%MMammﬁw& Entinio Cloarlas ¢
EMaviw Fnaliti. i minkia ima. Lidane. ¢ ac ma
MW/WWWLWW%& W%m@
veidadeia signficada de Eamilia. C Olhgada fiai estarem
comiga em ledas as ccantinddas da minka vida ¢ ot sciem
mew maicl emfilt: de amat. Je ¢ fetscctanga. EAma muito

voces/

cutdado ¢ faciincia. alem de me aficiat ¢ incentivar samfite.
conticct] EAma muito vocél



CPdice este tatialhio, lambim. @ quen au lenha ¢ maicl
agulha an dizer que ¢ minha crientadta:
ChPigfa. Ch. CRenatn Galvio do Lima.
CPaa min. @ CRenata ¢ am cxemfle. na si dentre. como
ande esto Ngje.
se dedicar lante acs scus alunas. A vacé, minfa deina
atidiia]



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da minha vida e por ser meu alicerce, amparo e sustento. Tudo o que
sou e faco é por Ti e para Ti. “Dele, por Ele e para Ele sdo todas as coisas. A Ele a gloria por

toda a eternidade!” (Romanos, 3:11).

A meus avos paternos, José e Maria Aparecida; meus avos maternos/padrinhos, Victor
e Expedita (in memoriam); meus tios, primos e toda a minha familia. O amor e o incentivo de

vocés foram funtamentais para que eu chegasse até aqui. Amo muito todos vocés!

A todos os meus amigos e colegas de laboratorio, em especial, Allyson, Ana, Cynthia,
Diele, Evelyn, Giselle, Isabela, Lais, Leticia, Marcos, Mateus, Mayara, Natdlia e Poliana.
Obrigada por serem minha familia em Ituiutaba/MG, pelo companheirismo e por, muitas vezes,

me auxiliarem, seja dentro ou fora do laboratorio.

As integrantes do Laboratorio de Pesquisas em Bioinorgdnica (LABBIO). Obrigada por
ndo serem simplesmente um grupo de pesquisa, mas uma familia que faz pesquisa. Esta

Dissertacdo de Mestrado é nossa!

A todos os professores que fizeram parte da minha formacdo, desde o ensino basico ao
ensino superior, pelos quais eu tenho imensa admiracdo, gratiddo e respeito. Em especial, a
todos os professores do Curso de Gradua¢do em Quimica, do Instituto de Ciéncias Exatas e
Naturais do Pontal (ICENP). Obrigada por todos os ensinamentos e por serem exemplos a

serem seguidos!

Ao Prof. Dr. Gilson de Freitas (ICEx — UFMG) e Silva e ao Prof. Dr. Roberto Santana
da Silva (FCFRP — USP). Obrigada por aceitarem participar deste importante momento da

minha vida académica. E uma honra té-los na banca examinadora desta Defesa de Dissertagcdo

de Mestrado.

Ao Prof. Dr. Gilson de Freitas, pela realizagcdo das andlises via espectrometria de

massas.



Ao Prof. Dr. Roberto Santana da Silva e aos integrantes do Laboratorio de Fisico-
Quimica e Bioinorgdnica (LaFQBIO), por cederem inumeras vezes o espaco em seu

laboratorio para as integrantes do Laboratorio de Pesquisas em Bioinorgdnica (LABBIO).

Ao Dr. Adriano Batista da Costa (FFCLRP — USP), pelo auxilio na realiza¢do das

andlises via espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo.

Ao Cromat, em especial ao doutorando Allyson e a mestranda Lais, pelo auxilio na

realiza¢do das andlises via cromatogrfia liquida de alta eficiéncia.

Ao GPMEI, em especial a doutoranda Diele, pelo auxilio na realiza¢do das analises

eletroquimicas.

Aos servidores da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

A FAPEMIG, pela bolsa concedida.



@ZEMWM Efmor. Assim. ﬂwﬁac@amﬁegam

%éﬂm&ﬁ/ @fﬂﬁmw%&wwmﬂegmmmwmm
EAmar, ¢ hciaisma.

S (SJosemasio CEsobivds



RESUMO

O oxido nitrico (NO) atua em diferentes processos fisioldgicos, desde atividades
antimicrobiana e antiparasitaria, controle da coagulagdo e da pressdo sanguinea, a
neurotransmissdo e a¢do antitumoral. Dentre os doadores exogenos de NO, complexos
nitrosilos/nitro de ruténio sdo potenciais candidatos a pro-farmacos, devido as suas
propriedades fisico-quimicas, como estabilidade térmica e em pH fisiologico (pH = 7,4). Além
disso, a liberacao de NO pelos complexos citados pode ser controlada por meio de estimulos
quimicos, eletroquimicos ou, ainda, fotoquimicos. Face ao exposto, foram sintetizados e
caracterizados complexos terpiridina de ruténio(Il) doadores de 6xido nitrico (NO), sendo os
nitrosilos complexos do tipo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3; e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, € os nitro
complexos do tipo [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs — onde tpy=2,2":6",2"-
terpiridina; bdg=écido 3,4-diaminobenzoico; e
bd=o-fenilenodiamina. Além disso, foram sintetizados e caracterizados, também, os possiveis
produtos da liberacao do NO, sendo estes os aqua complexos terpiridina de ruténio(II) do tipo
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFé)2. Os complexos
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs,
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 sdo complexos inéditos. Neste interim,
foi proposta a avaliacdo das interacdes entre os complexos terpiridina de ruténio(Il) com a
biomolécula responsavel pelo armazenamento, difusdo, metabolismo e excrecdo de ligantes,
endogenos ou exdgenos, sendo esta a albumina sérica humana (ASH). A avaliacdo das
interagdes entre a ASH e os complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s, [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFé)3,
[Ru(NO)(bdq)(tpy)]PFes, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 via espectroscopia na regido do IV demonstrou que os complexos
proporcionam mudangas conformacionais na estrutura secundaria da ASH, mais
especificamente nas a-hélices da proteina, sendo este um indicativo de que houve a interagao
entre as espécies em questdo. Posteriormente os estudos via espectroscopia de fluorescéncia
indicaram que ha a intera¢do entre as espécies, sendo que os mecanismos de supressdao de
fluorescéncia da ASH em presenca dos nitrosilos complexos e dos nitro complexos sdo
dindmico, enquanto para os aqua complexos ha a contribuicdo de ambos os mecanismos,
estatico e dinamico. Os valores de Ka para 0s sistemas
ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3, ASH-[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFe,
ASH—[Ru(NOz)(bd)(tpy)]PFs ¢ ASH— Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 sugerem que tais interagdes

sdo estabilizadas com a elevagdo da temperatura. Contudo, para os sistemas



ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 ¢ ASH— Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, 0s resultados demonstram
que tais interagdes sdo desestabilizadas com o aumento da temperatura. Os parametros
termodinamicos para 0s sistemas ASH—-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)3,
ASH-[Ru(NOz)(bdq)(tpy)]PFs, ASH—-[Ru(NO)(bd)(tpy)]PFs e
ASH- Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)> indicam que as espécies interagem via interagdes
hidrofébicas.  Entretanto, para os sistemas ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)|(PFs); e
ASH- Ru(H2O)(bd)(tpy)](PFs)2, os resultados sugerem que as espécies interagem via ligacoes
de hidrogénio. As distancias centro a centro entre o residuo de Trp-214 e os complexos,
estimadas pela teoria de FRET, demonstram que ha a transferéncia de energia por ressonancia
da ASH para os complexos, resultando na supressdao de fluorescéncia intrinseca da ASH. A
avalia¢do dos sitios de interagdo entre a ASH e os complexos via supressdao de fluorescéncia
sincrona da ASH indica que os complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs
e Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 encontram-se em um microambiente proteico hidrofilico, proximo
ao residuo de Trp-241, mais expostos ao solvente, enquanto o0s complexos
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs); e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs estdo situados em um microambiente
proteico hidrofébico, proximo a residuos de Tyr, menos expostos ao solvente. A avaliacdo das
interacdes entre a ASH e os aqua complexos, Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs) e
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, via voltametria de pulso diferencial (VPD) sugerem que as
alteragdes apresentadas nos perfis voltamétricos dos complexos em presenga da ASH sao
atribuidas a mudangas no ambiente molecular dos mesmos, sendo tais mudangas caracterizadas

pela interacdo entre as espécies.

Palavras-chave: ASH, complexos terpiridina de ruténio(Il), 6xido nitrico, supressdo de

fluorescéncia.



ABSTRACT

Nitric oxide (NO) acts in different physiological processes, from antimicrobial and
antiparasitic activities, control of coagulation and blood pressure, to neurotransmission and
antitumor action. Among the exogenous NO donors, ruthenium nitrosyl/nitro complexes are
potential candidates for prodrugs, due to their physicochemical properties, such as thermal
stability and physiological pH (pH = 7.4). In addition, the release of NO by the aforementioned
complexes can be controlled through chemical, electrochemical or even photochemical stimuli.
In view of the above, terpyridine complexes of ruthenium(Il) nitric oxide (NO) donors were
synthesized and characterized, and the nitrosyl complexes of the type
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3 and [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, and the nitro complexes of the type
[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs and [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs — where tpy=2,2"6'2"-terpyridine;
bdq=3,4-diaminobenzoic acid; and bd=o-phenylenediamine. In addition, the possible products
of NO release were synthesized and characterized, these being the aqua terpyridine complexes
of ruthenium(Il) of the type Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)> and Ru(H2O)(bd)(tpy)](PFs)2. The
complexes [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs,
Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)> and Ru(H2O)(bd)(tpy)](PFs)> are unpublished complexes. In the
meantime, it was proposed to evaluate the interactions between the terpyridine complexes of
ruthenium(II) with the biomolecule responsible for the storage, diffusion, metabolism and
excretion of endogenous or exogenous ligands, which is human serum albumin (HSA). The
evaluation of interactions between HSA and the complexes [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s3,
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs,
Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)> and Ru(H20)(bd)(tpy)](PFes)> via spectroscopy in the IR region
showed that the complexes provide conformational changes in the secondary structure of HSA,
more specifically in the a-helices of the protein, which is an indication that there was an
interaction between the species in question. Subsequently, studies via fluorescence
spectroscopy indicated that there is an interaction between the species, and the mechanisms of
HSA fluorescence suppression in the presence of complex nitrosyls and complex nitros are
dynamic, while for aqua complexes there is a contribution of both mechanisms, static and
dynamic. The Ka values for the HSA—[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s,
HSA-[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs, HSA—[Ru(NO)(bd)(tpy)]PFs and
HSA-Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs). systems suggest that such interactions are stabilized with
increasing temperature. However, for HSA—[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 and
HSA— Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 systems, the results demonstrate that such interactions are



destabilized with increasing temperature. The thermodynamic parameters for
HSA—[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFé)s, HSA—-[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFe,
HSA-[Ru(NO>)(bd)(tpy)]PFs and HSA-Ru(H>O)(bdq)(tpy)](PFs)> systems indicate that
species interact via hydrophobic interactions. However, for HSA—[Ru(bd)(tpy)(NO)](PF¢)3 and
HSA-Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)> systems, the results suggest that the species interact via
hydrogen bonds. The center-to-center distances between the Trp-214 residue and the
complexes, estimated by the FRET theory, demonstrate that there is a transfer of energy by
resonance from HSA to the complexes, resulting in the suppression of intrinsic fluorescence of
HSA. The evaluation of the sites of interaction between HSA and the complexes via
synchronous fluorescence suppression of the HSA indicates that the complexes
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs and Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 are found
in a hydrophilic protein microenvironment, close to the Trp-241 residue, more exposed to the
solvent, while the complexes [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PF¢ are located in a
hydrophobic protein microenvironment, close to Tyr residues, less exposed to solvent. The
evaluation of interactions between HSA and the aqua complexes, Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2
and Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, via differential pulse voltammetry (VPD) suggest that the
alterations presented in the voltammetric profiles of the complexes in the presence of HSA are
attributed to changes in their molecular environment, and such changes are characterized by the

interaction between the species.

Keywords: HSA, ruthenium(II) terpyridine complexes, nitric oxide, fluorescence suppression.
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1. INTRODUCAO

1.1. Oxido Nitrico (NO)

O 6xido nitrico (NO) € uma molécula diatomica que apresenta a configuragao eletronica
(16)* (16")? (206)* (26")* (30)* (1m)* (1n")!. O diagrama de orbitais moleculares para o NO &
apresentado na Figura 1. A ordem de ligagdo para a molécula de NO ¢ de 2,5, pois a mesma
apresenta um elétron desemparelhado em um orbital do tipo pi antiligante (n°). Assim, a
molécula em questdo exibe um comprimento de ligacdo de 1,15 A, sendo este valor

intermediario aos comprimentos de uma ligacdo dupla, de 1,18 A, e de uma ligagéo tripla, de
1,06 A (RICHTER-ADDO & LEGZDINS, 1992).

Figura 1 — Diagrama de orbitais moleculares de valéncia qualitativo para o 6xido nitrico (NO).
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Fonte: Adaptado de ORENHA & GALEMBECK, 2014.

Até meados da década de 1970 o NO era conhecido somente como um subproduto
decorrente da queima de combustiveis fésseis e, portanto, como um dos poluentes ambientais
responsaveis pela destruicdo da camada de ozonio. Além de ser conhecido como um poluente
ambiental, o NO era utilizado em uma importante etapa do processo de oxida¢do da amonia

(NHj3) a 4cido nitrico (HNOs) em escala industrial (FELDMAN ef al., 1993).
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Somente apds a década de 1980 surgiram as primeiras evidéncias da importancia
bioldgica do NO. GREEN e colaboradores (1981), pesquisando sobre a toxicologia das
nitroaminas, constataram que espécies de 6xidos de nitrogénio eram produzidas em quantidades
significativas pelo metabolismo de mamiferos e, ainda, que a concentracdo das espécies
produzidas era maior em condi¢des inflamatérias. STUEHR & MARLETTA (1985)
demonstraram que espécies de 6xidos de nitrogénio, como nitrito (NOy") e nitrato (NO3"), eram
produzidos por macrofagos de rato in vitro, em presenga do lipopolissacarideo de Escherichia
coli. Ferid Murad, Robert F. Furchgott e Louis J. Ignarro, pesquisando sobre o fator de
relaxamento de endotélio dependente (FRED), concluiram que o mesmo possuia caracteristicas
bioldgicas e quimicas idénticas aquelas do NO, ou seja, constataram que o NO é o FRED
(KATSUKI et al., 1977; FURCHGOTT et al., 1980; IGNARRO et al., 1987; apud IGNARRO,
2019). Em 1992 o NO foi escolhido como a molécula do ano pela revista Science (CULOTTA
& KOSHLAND, 1992) e em 1998 Murad, Furchgott e Ignarro ganharam o prémio Nobel de
Fisiologia ou Medicina pela descoberta de que o NO, no corpo humano, ¢ classificado como
uma molécula sinalizadora no sistema cardiovascular.

Atualmente sabe-se que o NO, apesar de ser uma molécula relativamente simples, atua
em diferentes processos fisioldgicos, desde atividades antimicrobiana (RAMACHANDRAN et
al.,2018) e antiparasitaria (NARDI et al., 2021), controle da coagulacao e da pressao sanguinea
(LI et al., 2021), a neurotransmissao (WRIGHT, 2019) e agdo antitumoral (RIZI et al., 2017).
Assim, considerando-se que o NO atua em diferentes processos fisioldgicos, sdo desenvolvidas

espécies, organicas ou inorganicas, que atuem como doadoras exdgenas de NO.

1.2. Espécies Doadoras de Oxido Nitrico (NO)

Dentre as espécies organicas que propiciam a liberacdo de NO, a nitroglicerina (NTG)
— C3Hs(NO3); — (Figura 2) ¢ uma das mais antigas empregadas pela medicina chinesa no
tratamento de angina pectoris, de hipertensao pulmonar, de insuficiéncia cardiaca congestiva e
de outras complicagdes vasculares. Contudo, os efeitos clinicos da administragdo de NTG, a
longo prazo, sdo controversos. Um dos problemas da utilizacdo de NTG ¢ o desenvolvimento
de tolerancia ao nitrato profilatico, reduzindo a eficdcia da mesma (CHEN & STAMLER,
2006). Assim, considerando-se o desenvolvimento de tolerdncia ao nitrato profilatico
decorrente da administracdo de NTG, foram estudadas espécies inorgénicas, que atuassem a

fim de liberar NO e, ainda, que ndo apresentassem tais efeitos clinicos controversos.



Figura 2 — Estrutura quimica da nitroglicerina (NTG) — C3Hs(NO3);.

0
[
o~ *+* o
o_\;\]/o o\;\,l/o'
| |
o) O

Fonte: Autora.

Dentre as espécies inorganicas que atuam como doadoras de NO, o nitroprussiato de
sodio (NPS) — Naz[Fe(CN)s(NO)].2H>O — (Figura 3) é uma das mais antigas utilizadas como
um vasodilatador util no controle da pressdo arterial, principalmente em casos de emergéncia.
Entretanto, em alguns casos, os efeitos clinicos da administracdo de NPS sdo, além da reagdo
de interesse, sendo esta a libera¢do de NO, reagdes secundarias indesejadas, sendo uma dessas
a liberagdo de CN" (MONCADA et al., 1991). Além disso, em alguns casos, ¢ observado um
efeito rebote, devido a rapida indu¢do de relaxamento proporcionada pelo NPS (da SILVA et
al., 2015). Entdo, considerando-se a limitacdo da utilizagdo de NPS, devido a ocorréncia de
reagdes secundarias e possivel efeito rebote, foram explorados outros complexos metalicos, que
atuassem como doadores exdgenos de NO de maneira controlada, por meio de estimulos

quimicos, eletroquimicos ou, ainda, fotoquimicos (PEREIRA et al., 2011).

Figura 3 — Estrutura quimica do nitroprussiato de s6dio (NPS) — Nay[Fe(CN)s(NO)].2H20.
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Fonte: Autora.

Espécies tais como complexos nitrosilos/nitro de ruténio, devido as suas propriedades
fisico-quimicas, como estabilidade térmica e em pH fisiologico (pH = 7,4), e, ainda, a vasta
literatura a eles referente, t€ém se tornado potenciais candidatos a agentes doadores de NO (da
SILVA et al., 2018; SILVA et al., 2018; da ROCHA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2007; de
LIMA et al., 2006; LANG et al., 2000).
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1.2.1. Complexos de Ruténio Doadores de Oxido Nitrico (NO)

Complexos de coordenacdo que sdo considerados potenciais candidatos a agentes
doadores de NO, suas propriedades fisico-quimicas, como estabilidade térmica e em pH
fisiologico (pH = 7,4), e, principalmente, suas reatividades em sistemas biologicos, como
citotoxicidade e interagdo com biomoléculas, sdo objeto de estudo em inimeras pesquisas
cientificas. Conforme anteriormente descrito, espécies como complexos nitrosilos/nitros de
ruténio sdo potenciais candidatos a agentes doadores de NO.

Contudo, primeiramente ¢ necessario questionar-se: por que escolher o ruténio como
ion metalico para a sintese de novos candidatos a metalofarmacos/pro-farmacos? Escolhe-se o
ruténio como ion metalico porque sabe-se que elementos que se encontram em um mesmo
grupo da tabela periddica apresentam propriedades fisico-quimicas semelhantes, como o caso
dos elementos ferro (Fe) e ruténio (Ru). Os metais em questdo exibem estados de oxidagdo
principais equivalentes, sendo estes Fe(II)/Fe(Ill) ¢ Ru(Il)/Ru(IIl). Além disso, os compostos
de coordenagdo derivados desses metais, em sua maioria, apresentam geometria octaédrica.
Assim, considerando-se as propriedades fisico-quimicas semelhantes entre os ions ferro e
ruténio e, ainda, sabendo-se que o ion ferro ¢ essencial em diferentes processos fisioldgicos,
como, por exemplo, na formacdo da hemoglobina, da mioglobina e de algumas enzimas
(ABBASPOUR et al., 2014), acredita-se que espécies de ions ruténio sejam capazes de
mimetizar as ligagdes entre os ions ferro e biomoléculas como, por exemplo, a albumina sérica
humana (ASH) e a transferrina, e, consequentemente, sejam armazenados, transportados,
metabolizados e excretados pelas mesmas vias que espécies de ions ferro (GUO & SADLER,
1999; ANTONARAKIS & EMADI, 2010).

Entdo, considerando-se a semelhanca entre os ions ferro e ions ruténio e, ainda, os
processos fisiologicos nos quais o NO estd envolvido, a seguir sdo apresentados alguns
trabalhos envolvendo diferentes séries de complexos nitrosilos/nitro de ruténio, como clusters
de ruténio (da SILVA et al., 2018), complexos fosfinicos (SILVA et al., 2018), macrociclicos
(OLIVEIRA et al., 2007; LANG et al., 2000) e polipiridinicos (da ROCHA et al., 2008; de
LIMA et al., 2006) de ruténio e suas atividades citotoxicas/vasodilatadoras.

da SILVA e colaboradores (2018), sintetizaram e estudaram dois clusters de ruténio, do
tipo [Rus(uz-O)(u-OOCCH3)s(NO)(L)2]PFs (Figura 4) — em que L; = 4-acetylpiridina e
Lo = 4-terc-butilpiridina. Os autores avaliaram o efeito vasorrelaxante induzido pelos

complexos em questdo, os quais apresentaram 100% de vasorrelaxamento em aortas de ratos.



Os autores analisaram, ainda, a citotoxicidade dos complexos em células de melanoma murinho
(B16F10) e concluiram que o complexo com o ligante L2 é mais citotoxico, se comparado ao
complexo com o ligante Li. O complexo com o ligante L,, em uma concentragdo 50 vezes
menor que o complexo com o ligante L1, reduz a viabilidade celular para 50%, no escuro ou

sob irradiagdo com luz visivel (Airrad = 527 nm).

Figura 4 — Estrutura quimica do ion complexo [Ru3z(pu3-O)(n-OOCCH3)6(NO)(L)2]".

Fonte: Adaptado de da SILVA et al., 2018.

SILVA e colaboradores (2018), sintetizaram e estudaram um complexo fosfinico de
ruténio, do tipo [RuCl(dppb)(4,4’-Mebipy)(L)](PFs)> (Figura 5) — em que dppb = 1,4-
bis(difenilfosfina)butano; 4,4’-Mebipy = 4,4-dimetil-2,2’-bipiridina e L; = NO". Os autores
avaliaram a citotoxicidade do complexo em células de cancer de célon (HCT-9) e de cancer de
pulméo (A549) e constataram que o complexo reduz as viabilidades celulares para 75 e 80%,
respectivamente, no escuro.

Figura 5 — Estrutura quimica do ion complexo [RuCl(dppb)(4,4>-Mebipy)(L)]*".

+

L,=NO* e L,=NO,

Fonte: Adaptado SILVA et al., 2018.



LANG e colaboradores (2000), com o intuito de minimizar as chances de ocorrerem
reagdes secundarias indesejadas, sintetizaram e estudaram um complexo nitrosilo de ruténio
com um co-ligante macrociclo, do tipo R,R,S,S-trans-[RuCl(cyclam)(NO)](PFs). (Figura 6) —
em que cyclam = 1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano —, pois co-ligantes macrociclos, além de
conferirem aos compostos de coordenacdo diferentes propriedades fisico-quimicas, conferem
alta estabilidade as estruturas formadas. OLIVEIRA e colaboradores (2007) analisaram o efeito
vasorrelaxante induzido pelo complexo R,R,S,S-trans-[RuCl(cyclam)(NO)](PFs)2, sintetizado
por LANG e colaboradores (2000), o qual apresentou, também, 100% de vasorrelaxamento em

aortas de ratos.

Figura 6 — Estrutura quimica do ion complexo R, R,S,S-trans-[RuCl(cyclam)(NO)]*".
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Fonte: LANG et al., 2000.

de LIMA e colaboradores (2006) sintetizaram e estudaram um complexo nitrosilo de
ruténio com um co-ligante polipiridinico, do tipo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢); (Figura 7) — em
que bdq = &cido 3.,4-diaminobenzdico e tpy = 2,2°:6’,2”-terpiridina —, pois, co-ligantes
polipiridinicos, como a terpiridina, conferem estabilidade as estruturas formadas (MOREL et
al., 2016). Os autores avaliaram, também, o efeito vasorrelaxante induzido pelo complexo em

questdo, o qual também apresentou 100% de vasorrelaxamento em aortas de ratos.
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Figura 7 — Estrutura quimica do ion complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)J**.
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Fonte: Adaptado de de LIMA et al., 2006.

da ROCHA e colaboradores (2008) sintetizaram e estudaram um complexo nitro de
ruténio, do tipo cis-[Ru(NO2)(bpy)2(py)]PFs (Figura 8) — em que bpy = 2,2’-bipiridina ¢
py = piridina —, pois, para complexos nitrosilos de ruténio, em pH < 7,0 a forma com o ligante
nitrosil, Ru"-NO", é a mais estavel, enquanto em pH > 7,0, a forma com o ligante nitro,
Ru''-NO, ¢ a mais estavel (SAUAIA & da SILVA, 2003). Complexos nitro de ruténio podem,
também, atuar como agentes doadores de NO, uma vez que ha mecanismos propostos para a
conversao, in vivo, de NO2” a NO (da ROCHA et al., 2008). Os autores analisaram, também, o
efeito vasorrelaxante induzido pelo complexo em questao, o qual também apresentou 100% de
vasorrelaxamento em aortas de ratos, comprovando que complexos nitro de ruténio podem,

também, atuar como agentes doadores de NO.

Figura 8 — Estrutura quimica do ion complexo cis-[Ru(NO2)(bpy)2(py)]".

+

Fonte: Adaptado de da ROCHA et al., 2008.
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Assim, considerando-se a potencialidade de complexos de ruténio doadores de NO
como pro-farmacos, sdo de suma importancia estudos sobre as interagdes desses complexos
com biomoléculas, principalmente aquelas que se encontram no plasma sanguineo, como, por
exemplo, a albumina sérica humana (ASH), que, dentre diversas outras fungdes fisiologicas, ¢

responsavel pela difusdo de farmacos para diferentes tecidos do corpo humano.

1.3. Albumina Sérica Humana (ASH)

A albumina sérica humana (ASH) ¢ a proteina mais abundante do plasma sanguineo,
responsavel pelo armazenamento, difusdo e excre¢do de ligantes, tanto endogenos quanto
exdgenos, no corpo humano, além de auxiliar no metabolismo dos mesmos. Estudos sobre as
interagdes entre a ASH e potenciais pro-fairmacos, como os complexos de ruténio doadores de
NO, sdo parametros de suma importancia farmacologica, pois a interagdo entre tais espécies
pode ocasionar alteragdes estruturais da proteina e, consequentemente, modificagdes de suas
funcdes fisioldgicas. Em alguns casos, além das alteragdes estruturais da proteina, podem haver
modificagdes dos comportamentos farmacodindmicos ou, até mesmo, a inativacao dos
potenciais pro-farmacos (TEKADE, 2019; XU et al.,2017; MOREIRA et al.,2015; RANJBAR
etal., 2013).

Quando ha a interag@o entre a ASH e potenciais pro-farmacos, por exemplo, além do
aumento da biodisponibilidade das espécies em questdo, ha o direcionamento desses potenciais
pro-farmacos a células tumorais. Tal direcionamento se da, pois, algumas células tumorais
apresentam superexpressao ASH e, assim, exibem niveis mais altos da proteina, se comparado
a cé¢lulas normais. Consequentemente, ha o aumento da seletividade desses potenciais pro-
farmacos para células tumorais (SONG et al., 2021; DOMOTOR et al., 2016).

A estrutura da ASH e suas respectivas regides de ligagdes preferenciais de farmacos sdo
determinadas via técnica de cristalografia (HE & CARTER, 1992). A estrutura terciaria da ASH
(Figura 9) ¢ classificada em trés grandes dominios, denominados de I, II e III. Cada um desses
trés dominios contém dois subdominios, classificados em A e B. As principais regides de
ligagdes preferenciais de farmacos estdo localizadas nos subdominios IIA e IIIA, mais
comumente denominadas Sitios I e II de Sudlow. A ASH possui 585 aminoacidos, sendo 17
residuos de tirosina (Tyr) e apenas um residuo de triptofano (Trp), que esta localizado na

posicao 214, situado no subdominio IIA do arcabougo proteico (PETERS JR., 1995).
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Figura 9 — Representacdo tridimensional da estrutura terciaria da albumina sérica humana

(ASH).

Fonte: BELATIK et al., 2012.

Os estudos sobre as interagdes entre a ASH e quaisquer outras moléculas dar-se-ao via
diferentes técnicas, sendo uma dessas a técnica de espectroscopia de fluorescéncia. As soro
albuminas, quando excitadas em 280 nm, exibem fluorescéncia intrinseca aos residuos de
aminoacidos aromaticos tirosina (Tyr), triptofano (Trp) e fenilalanina (Phe), com maximo de
emissdo em 335 nm, sendo que a emissdo para o residuo de Trp-214 ¢ a mais significativa,
devido ao microambiente proteico no qual tal residuo estd situado (NAVEENRAJ &
ANANDAN, 2013).

Com a finalidade de contribuir com o entendimento sobre as interagdes entre a ASH e
potenciais pro-farmacos, como os complexos polipiridinicos de ruténio doadores de NO,
BESSAS e colaboradores (2021), analisaram a interagdo entre a ASH e dois complexos
terpiridina de ruténio(Il) doadores de NO, do tipo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)s (Figura 7) e
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe); (Figura 10) — em que tpy = 2,2°:6°,2”-terpiridina; bdq = &cido 3,4-
diaminobenzodico; e bd = o-fenilenodiamina. A partir dos estudos via supressdo de
fluorescéncia, concluiu-se que ambos os complexos interagem com a ASH via um mecanismo
dinAmico e apresentam constantes de associacdo (K,) na ordem de 10*. Por meio dos pardmetros
termodindmicos obtidos, constatou-se que o complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)3 interage com
a ASH via interacdes hidrofobicas, enquanto o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s3 via ligacdes
de hidrogénio. A partir dos estudos via docking molecular, verificou-se que o ligante nitrosil
(NO") contribui com a interagdo com a ASH via contato polar (ou seja, interagdo via ion-dipolo)
com o residuo de aminoacido de asparagina (Asp), que esta localizado na posi¢ao 391 (Asp-

391).
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Figura 10 — Estrutura quimica do ion complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)J**.

3+

Fonte: BESSAS et al., 2021.

Assim conforme descrito por BESSAS e colaboradores (2021), SONG e colaboradores
(2021) analisaram a interagao entre a ASH e dois complexos polipiridinicos de ruténio doadores
de NO. Os autores avaliaram a interacdo entre a biomolécula e dois complexos bipiridina de
ruténio(Il) doadores de NO, do tipo [RuCl(qn)(Lbpy1)(NO)]CI e [RuCl(gn)(Lbpy2)(NO)|NO3
(Figura 11) — em que qn = 8-hidroxiquinolina, Lbpy: = 4,4’dicarboxil-2,2’-bipiridina e
Lbpy2 = 4,4’-dimetoxicarbonil-2,2’-bipiridina. Os complexos interagem com a ASH e exibem
constantes de associagio (K,) na ordem de 10° e 10, respectivamente, demonstrando como os
grupos substiuintes do ligante 2,2°-bipiridina influenciam expressivamente os modos de
interacdo com a proteina. Um resultado interessante € que, a partir dos estudos via supressao de
fluorescéncia, concluiu-se que ha a interagdo entre a ASH e apenas uma molécula dos
complexos [RuCl(qn)(Lbpy1)(NO)]CI e [RuCl(gn)(Lbpy2)(NO)]NOs3, enquanto por meio dos
estudos via MALDI-TOF-MS, constatou-se que ha interacdo entre a ASH e quatro moléculas
do complexo [RuCl(qn)(Lbpy1)(NO)]Cl e «cinco moléculas do complexo
[RuCl(qn)(Lbpy2)(NO)]NO:s.
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Figura 11 - Estrutura quimica dos complexos [RuCl(qn)(Lbpy:)(NO)]Cl (a) e
[RuCl(qn)(Lbpy2)(NO)INOs3 (b).
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Fonte: SONG et al., 2021.

da SILVA e colaboradores (2018), estudaram a interagao entre a ASH e dois clusters de
ruténio, do tipo [Ruz(u3-O)(u-OOCCH3)6(NO)(L)2]PFs (Figura 4) — em que
L = 4-acetylpiridina e Lo = 4-terc-butilpiridina. Os clusters de ruténio interagem com a ASH
via um mecanismo estitico e apresentam K, na ordem de 10°. Os clusters interagem com a ASH
via intera¢des hidrofobicas, devido a influéncia dos co-ligantes.

SILVA e colaboradores (2018), analisaram a interagdo entre a ASH e dois complexos
fosfinicos de ruténio, do tipo [RuCl(dppb)(4,4’-Mebipy)(L)](PFs). (Figura 5) — em que
dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano; 4,4’-Mebipy = 4,4-dimetil-2,2’-bipiridina; L; = NO" e
L> = NO2". Os complexos interagem com a ASH via um mecanismo estatico e exibem K, na
ordem de 10°, sendo o valor de K, para o nitrosilo complexo maior, se comparado aquele para
o nitro complexo — 9,37x10° e 2,23 x10° M a 310 K, respectivamente. O nitrosilo complexo
interage com a ASH via ligagdes de hidrogénio, enquanto o nitro complexo interage via
interacdes hidrofobicas.

XIE e colaboradores (2021) avaliaram a interacdo entre a ASH e um complexo de
ruténio doador de NO, do tipo [(CH3)4N][RuCl3(5cqn)(NO)] (Ru''-NO") (Figura 12) — em que
5cqn = 5-cloro-8-quinolina. O complexo interage com a ASH via um mecanismo dindmico e
apresenta K, na ordem de 10*. Uma observagio importante é que, a partir dos estudos via
supressao de fluorescéncia, concluiu-se que hé a interagdo entre a ASH e apenas uma molécula
do complexo Ru''-NO", enquanto por meio da obten¢io de aductos cristalinos, constatou-se que

ha a intera¢@o entre a ASH e duas moléculas do complexo.
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Figura 12 — Estrutura quimica do ion complexo [RuCl3(5cqn)(NO)J-.
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Fonte: Adaptado de XIE et al., 2021.

Os estudos sobre as interagdes entre a ASH e complexos de ruténio doadores de NO,
com diferentes estruturas quimicas, ¢ bastante rico e extremamente diversificado. Assim,
fazem-se necessarios outros estudos e discussdes sobre os modos de interagdo entre a ASH e

outros complexos de ruténio doadores de NO.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo as avaliagdes espectroscopicas na regiao do
infravermelho (IV), do ultravioleta e visivel (UV/Visivel) e de supressao de fluorescéncia
intrinseca e sincrona sobre as interagdes entre a albumina sérica humana (ASH) e os complexos
terpiridina de ruténio(Il) doadores de 6xido nitrico (NO), sendo os nitrosilos complexos do tipo
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)3 e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PF¢)3, € os nitro complexos do tipo
[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs € [Ru(NO:2)(bd)(tpy)]JPFs — em que tpy = 2,2°:6’,2”-terpiridina;
bdq = acido 3,4-diaminobenzoico; e bd = o-fenilenodiamina. Além disso, o presente trabalho
tem como objetivo, também, as avaliacdes das interagdes entre a ASH e os possiveis produtos
da liberacio do NO, sendo estes os aqua complexos terpiridina de ruténio(Il) do tipo
[Ru(H20)(bdq)(tpy)]1(PF)2 ¢ [Ru(H20)(bd)(tpy)(PF)>.

Os complexos [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs,
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 € [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 sdo complexos
inéditos.

As estruturas quimicas dos complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3,
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs,
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 sdo apresentadas na Figura 13.



Figura 13 - Estruturas quimicas dos complexos
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s  (b),
[Ru(H20)(bdq)(tpy)1(PFs)2 () e [Ru(H20)(bd)(tpy)1(PFe)2 (f).

(@ _

(©)

(PFg),

(PFg),

)

(d)

[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFo)s3
[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs  (c),
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes

A Tabela 1 apresenta todos os reagentes utilizados ao longo deste trabalho, com

indicacdo da fracdo massica percentual e procedéncia.

Tabela 1 — Reagentes utilizados durante a sintese e caracterizagdo dos complexos e estudos

posteriores, com indicag¢do da fragdo massica percentual e procedéncia.

Fraciao Massica

Reagentes Procedéncia
Percentual (%)
Acetonitrila 99,9 Tedia
Acido cloridrico 37 Synth
Acido 3,4-diaminobenzoico 97 Aldrich Chemicals
Acido hexafluorfosforico 98 Aldrich Chemicals
Acido trifluoracético 99 Merck
Albumina sérica humana - Aldrich Chemicals
Cloreto de litio 99 Aldrich Chemicals
Cloreto de potassio 98 Synth
Cloreto de ruténio(III) 99.9 Aldrich Chemicals
Cloreto de sodio 98 Synth
Dihidrogenofosfato de sddio 99,5 Merck
Etanol 95 Qhemis
Eter etilico 99 Tedia
o-fenilenodiamina 98 Aldrich Chemicals
Hexafluorfosfato de amoénio 95 Aldrich Chemicals
Hidréxido de sodio 97 Synth
Monohidrogenofosfato de sddio 99,5 Merck
Metanol 99,5 Merck
Nitrito de sodio 99 Merck
1-Octanol 99,5 LS Chemicals
2,2°:6°,2”-terpiridina 98 Aldrich Chemicals
Trietilamina 85 Synth

Fonte: Autora.
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3.2. Parte Experimental

3.2.1. Sintese dos Complexos Terpiridina de Ruténio(II)

3.2.1.1. Sintese do Complexo [RuCls(tpy)]

O complexo [RuCls(tpy)] foi sintetizado conforme descrito por SULLIVAN e
colaboradores (1980).

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 0,3244 g de cloreto de ruténio (RuCl;.nH>O)
(1,57 mmol) e 0,2912 g do ligante 2,2°-6’,2”-terpiridina (tpy) (1,25 mmol). Em seguida, os
solidos foram dissolvidos em 30 mL de metanol. A solu¢do foi mantida sob refluxo
(t = 65 °C) durante 3 h. Apds esse tempo, a fim de promover-se a precipitacdo do solido, a
solug@o permaneceu 1 h em temperatura ambiente (= 30 °C). O precipitado marrom obtido foi

filtrado e seco a vacuo.

[RuCl3(tpy)]: M = 440,7 g mol"'. Rendimento: 0,4216 g (61,22%).
M g g

3.2.1.2.  Sintese do Complexo [RuCl(bdq)(tpy)|PFs

O complexo [RuCl(bdq)(tpy)]PFs foi sintetizado conforme descrito por de LIMA e
colaboradores (2006).

Em um baldo de 50 mL foi adicionada uma mistura de 40 mL de etanol e 4gua (75% de
etanol e 25% de agua). Em seguida, foram adicionados 0,1783 g do complexo precursor
[RuCls(tpy)] (0,40 mmol) e 0,1 mL de trietilamina (Et;N) (0,72 mmol). A solucdo foi mantida

M para Ru'l. O processo de

sob agitagdao durante 30 min., para a reducdo do ion metalico, de Ru
redugdo do ion metalico foi acompanhado pela mudanca de coloragdo da solugdo, de marrom
para roxa. Posterior a reducdo do ion metdlico, foram  adicionados
0,0173 g do ligante 4cido 3,4-diaminobenzoico (bdq) (0,11 mmol) e 20 mg de cloreto de litio
(LiCl) (0,47 mmol). A solugao foi mantida sob refluxo (t = 80 °C) durante 4 h. Apds esse tempo,
foi adicionado 1 g de hexafluorfosfato de amdnio (NH4PFs), para o fornecimento do contra-ion.
Posteriormente, a solu¢do permaneceu 24 h sob refrigeracao (t = 5 °C). O volume da solucao
foi reduzido via rotaevaporagao, a fim de facilitar-se o processo de precipitacao. O precipitado

roxo-avermelhado obtido foi lavado com 10 mL de éter etilico, filtrado e seco a vacuo.

[RuCl(bdq)(tpy)]PFs: M = 664,9 g mol™'. Rendimento: 0,0754 g (28,03%).
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3.2.1.3. Sintese do Complexo [Ru(H20)(tpy)(bdq)](PFs):

Em um baldo de 50 mL foi adicionada uma mistura de 40 mL de etanol e dgua (75% de
etanol e 25% de agua). Em seguida, foram adicionados 0,1787 g do complexo precursor
[RuCls(tpy)] (0,40 mmol) e 0,1 mL de trietilamina (Et;N) (0,72 mmol). A solucdo foi mantida

M para Ru'l. O processo de

sob agitagdao durante 30 min., para a redugdo do ion metalico, de Ru
redugdo do ion metalico foi acompanhado pela mudanca de coloragdo da solugdo, de marrom
para roxa. Posterior a redu¢do do ion metélico, foram adicionados 0,0173 g do ligante acido
3,4-diaminobenzdico (bdq) (0,11 mmol). A solu¢do foi mantida sob refluxo (t = 80 °C) durante
4 h. Apos esse tempo, foi adicionado 1 g de hexafluorfosfato de amoénio (NH4PF¢), para o
fornecimento do contra-ion. Posteriormente, a solucdo permaneceu 24 h sob refrigeragdo
(t=5°C). O volume da solug¢do foi reduzido via rotaevaporagao, a fim de facilitar-se o processo
de precipitagdo. O precipitado roxo-avermelhado obtido foi lavado com 10 mL de éter etilico,
filtrado e seco a vacuo.

[Ru(H20)(tpy)(bdq)](PFs)2: M = 792.4 g mol!. Rendimento: 0,0983 g (30,60%).
Condutividade molar (A,): 273,60 S cm? mol™! (ACN). Solubilidade: 181,01 pg mL™! (H0).
Log P: -1,35.

3.2.1.4. Sintese do Complexo [Ru(NOz)(bdq)(tpy)|PFs

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 30 mL de 4gua. Em seguida, foram
adicionados 0,0385 g do complexo [RuCl(bdq)(tpy)]PFs (0,058 mmol) e 0,0186 g de nitrito de
sodio (NaNOy) (0,27 mmol). Observou-se a mudanca de coloragdo da solugdo, de roxa para
vermelha. A solug¢do foi mantida sob aquecimento (t = 85 °C) durante 2 h. Apds esse tempo,
foi adicionado 1 g de hexafluorfosfato de amdnio (NH4PFs), para o fornecimento do contra-ion.
Observou-se a formagao de um precipitado vermelho. Posteriormente, a solu¢do permaneceu
48 h sob refrigeracdo (t = 5 °C). O precipitado vermelho obtido foi filtrado e seco a vacuo.
[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs: M = 675,4 g mol"'. Rendimento: 0,0210 g (53,70%).

Am: 167,30 S cm? mol! (ACN). Solubilidade: 408,05 pg mL™! (H20). Log P: -1,47.
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3.2.1.5. Sintese do Complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)|(PFe¢)3

O complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs); foi sintetizado conforme descrito por de LIMA
e colaboradores (2006).

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 30 mL de 4gua. Em seguida, foram
adicionados 0,0388 g do complexo [RuCl(bdq)(tpy)]PFs (0,058 mmol) e 0,0183 g de nitrito de
sodio (NaNOy) (0,27 mmol). Observou-se a mudanca de coloragdao da solugdo, de roxa para
vermelha. A solucdo foi mantida sob aquecimento (t = 85 °C) durante 2 h. Apds esse tempo,
foi adicionado 1 mL de &cido hexafluorfosforico (HPF), para o fornecimento do contra-ion e
acidificagdo da solugdo. Observou-se a formagao de um precipitado marrom. Posteriormente, a
solugdo permaneceu 48 h sob refrigeragdo (t = 5 °C). O precipitado marrom obtido foi filtrado
€ seco a vacuo.

[Ru(bdq)(tpy)(NO)|(PFe)3: M = 9494 ¢ mol"!. Rendimento: 0,0271 g (48,92%).
Am: 133,20 S cm? mol! (ACN); 350,00 S cm? mol! (H.0) (BESSAS et al., 2021).
Solubilidade: 718,02 pg mL™"! (H20) e Log P: -1,70 (MARQUELE-OLIVEIRA et al., 2010).

3.2.1.6. Sintese do Complexo [RuCl(tpy)(bd)](PFs)2

Os procedimentos experimentais realizados foram semelhantes aqueles descritos na
sessdo 3.2.1.2, alterando-se apenas o ligante utilizado. Para a sintese do complexo
[RuCl(bd)(tpy)]PFs foram utilizados 0,1783 g do complexo precursor [RuCls(tpy)] (0,40 mmol)
e 0,0432 g do ligante o-fenilenodiamina (bd) (0,40 mmol).

[RuCl(bd)(tpy)]|PFs: M = 620,9 g mol!. Rendimento: 0,2016 g (80,25%).

3.2.1.7. Sintese do Complexo [Ru(H20)(tpy)(bd)](PFe¢):2

Os procedimentos experimentais realizados foram semelhantes aqueles descritos na
sessdo 3.2.1.3, alterando-se apenas o ligante utilizado. Para a sintese do complexo
[Ru(H20)(tpy)(bd)](PF¢)> foram utilizados 0,0894 g do complexo precursor [RuCls(tpy)]
(0,20 mmol) e 0,0217 g do ligante o-fenilenodiamina (bd) (0,20 mmol).
[Ru(H20)(tpy)(bd)](PFs)2}: M = 748,4 g mol . Rendimento: 0,0767 g (50,52%).

Am: 201,40 S cm® mol™! (ACN). Solubilidade: 171,97 ug mL™!' (H20). Log P: 0,17.
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3.2.1.8. Sintese do Complexo [Ru(NOz)(bd)(tpy)|PFs

Os procedimentos experimentais realizados foram semelhantes aqueles descritos na
sessdo 3.2.1.4, alterando-se apenas o complexo precursor utilizado. Para a sintese do complexo
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs foram utilizados 0,1284 g do complexo [RuCl(bd)(tpy)]PFs
(0,21 mmol) e 0,0720 g de nitrito de sédio (NaNO>) (1,04 mmol).

[Ru(NO2)(bd)(tpy)|PFs: M = 631,4 g mol"!. Rendimento: 0,0739 g (56,60%).
Am: 130,80 S cm? mol! (ACN). Solubilidade: 179,30 pg mL™! (H20). Log P: -0,29.

3.2.1.9. Sintese do Complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)|(PFs)3

Os procedimentos experimentais realizados foram semelhantes aqueles descritos na
sessdo 3.2.1.5, alterando-se apenas o complexo precursor utilizado. Para a sintese do complexo
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs); foram utilizados 0,0826 g do complexo [RuCl(bd)(tpy)]PFs
(0,13 mmol) e 0,0444 g de nitrito de sddio (NaNO3>) (0,64 mmol).

[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3: M = 905,4 g mol''. Rendimento: 0,0640 g (53,14%).
Am: 508,20 S cm? mol! (ACN); 570,00 S cm? mol! (H.0) (BESSAS et al., 2021).
Solubilidade: 398,73 ug mL™! (H20). Log P: -0,11.

3.2.2. Caracterizacio Fisico-Quimica dos Complexos Terpiridina de Ruténio(II)

3.2.2.1. Analise Elementar

Os resultados de andlise elementar para os complexos foram obtidos utilizando-se um
analisador da marca PerkinElmer®, de modelo Series II 2400. O equipamento utilizado esta

lotado no Laboratorio Multiusuario do Instituto de Quimica (LAMIQ), da UFU.

3.2.2.2. Espectrometria de Massas — Ionizacdo/Dessorciao a Laser Assistida

por Matriz (MALDI)

Os espectros de massas foram obtidos utilizando-se a técnica de ionizagao/dessor¢do a
laser assistida por matriz (da sigla em inglés, MALDI), com analisador por tempo de voo (da
sigla em inglés, TOF), em um equipamento Autoflex I[Il MALDI-TOF-MS da marca Bruker®,
modificado com Nd:YAG Laser (330-360, 495-540, 808, 990-1080 nm) e equipado com uma
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fonte de ions de imagem de dessor¢do a laser de feixe inteligente. As medidas foram realizadas
no modo positivo. O equipamento utilizado esta lotado no Laboratorio Institucional de Pesquisa
(LIPq), do Centro de Laboratorios Multiusuarios (CELAM), e ao o Laboratorio Multiusuarios
de Protedmica (LMProt), do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), da UFMG.

As matrizes utilizadas foram solugdes de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (ALF)
(C10H7NO3) e 4cido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) (C7H¢O4) a 1 mg mL!, em acetonitrila
(ACN) a 0,1% de acido trifluoracético (TFA).

Para as andlises, foram preparadas solu¢des dos complexos a 2 mg mL™!, em ACN.
Posteriormente, foram preparadas misturas das solu¢des de matriz e dos complexos, com
propor¢ao de 1:1. Finalmente, em placas de ago inoxidavel, foram adicionados 0,7 uL das

misturas e as amostras foram submetidas a analise.

3.2.2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os cromatogramas foram obtidos utilizando-se um equipamento da marca Waters, de
modelo €2695; com detector de arranjo de diodos, de modelo 2998 PDA. Foi utilizada uma
coluna da marca Aligent®, de modelo Eclipse XDB-C18 (150 x 4,6 mm d.i.), constituida por
particulas de 5 um. O equipamento utilizado estd lotado na Rede de Laboratorios Multiusuarios
(RELAM), do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.

A fase movel utilizada foi uma mistura de uma solugao tampao fosfato a 0,1% de acido
trifluoracético (TFA) (pH = 7,40) e de metanol (MeOH). A eluicdo da fase movel foi isocratica
e o fluxo foi de 0,8 mL min'.

Para a preparacio da solugio tampdo fosfato 0,01 mol L' a 0,1% de TFA (pH = 7,40),
foram pesados 0,6076 g de dihidrogenofosfato de sdédio (NaH2PO4) e 0,8580 g de
monohidrogenofosfato de s6dio (Na;HPOj4); foram adicionados, ainda, 0,5 mL de TFA. Em
seguida, os solidos foram dissolvidos em 4gua ultrapura, totalizando 500 mL de solugdao. Foram
adicionadas algumas gotas de uma solu¢io de NaOH 1 mol L! para o ajuste do pH da solugio,
para 7,40. Para as andlises, foram preparadas solugdes dos complexos a 1 mmol L™!, em tampao
fosfato 0,01 mol L™ a 0,1% de TFA. Foram injetados volumes de 20 puL das solugdes dos

complexos.
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3.2.2.4. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IV)

Os espectros vibracionais na regido do IV em estado solido foram obtidos utilizando-se
um espectrofotdmetro da marca Perkin Elmer®, de modelo FT-IR Frontier Single Range. O
equipamento utilizado esta lotado no Grupo de Materiais Inorganicos do Triangulo (GMIT), do
Laboratdrio de Fotoquimica e Ciéncia de Materiais (LAFOT-CM), do Instituto de Quimica
(IQ), da UFU.

Os espectros em solugdo foram obtidos utilizando-se um espectrofotometro da marca
Agilent Technologies®, de modelo FTIR Cary 630. O equipamento utilizado estd lotado na
Rede de Laboratorios Multiusuarios (RELAM), do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do
Pontal (ICENP), da UFU.

As amostras foram analisadas em estado solido e em solugao, utilizando-se um acessorio
de Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal de diamante, sendo submetidas a varredura
espectrofotométrica de 4000 a 220 cm™'. Para as anélises em solugio, O PBS foi considerado

na linha de base (branco).

3.2.2.5. Espectroscopia na Regido do Ultravioleta e Visivel (UV/Visivel)

Os espectros de absor¢do na regido do UV/Visivel foram obtidos utilizando-se um
espectrofotometro da marca Agilent Technologies®, de modelo UV-Vis.-NIR Cary Series. O
equipamento utilizado estd lotado na Rede de Laboratérios Multiusuarios (RELAM), do
Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.

As amostras foram submetidas a varredura espectrofotométrica de 800 a 200 nm,

utilizando-se uma cubeta de quartzo de 1,000 cm de caminho 6ptico.

3.2.2.6. Analises Condutimétricas

Os resultados de condutividade molar para os complexos foram obtidos utilizando-se
um condutivimetro da marca Tecnopon®, de modelo mCA-150, equipado com uma cela de
platina, de constante igual a 1.

Para as anélises, foram preparadas solu¢des dos complexos a 0,1 mmol L em

acetonitrila (ACN).
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3.2.2.7. Determinac¢ido da Solubilidade

Os espectros de absorcao na regido do UV/Visivel, que auxiliaram na determinacao da
solubilidade dos complexos, foram obtidos utilizando-se um espectrofotometro da marca
Agilent Technologies®, de modelo UV-Vis.-NIR Cary Series. O equipamento utilizado esté
lotado na Rede de Laboratdérios Multiusuarios (RELAM), do Instituto de Ciéncias Exatas e
Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.

Para as analises, inicialmente, em um tubo conico de 15 mL foram adicionados 5 mL de
dgua. Em seguida, foram adicionados, aproximadamente, 2 mg do complexo. A solugdo foi
mantida sob agitacdo em um banho ultrassonico durante 15 min. Apds esse tempo, a solugao
foi submetida a centrifugagao (3000 rpm) durante 15 min. Observou-se a separacdo das fases,
em consequéncia da decantagao da fragdo do complexo a qual nao se dissolveu.

Posteriormente, em uma cubeta de quartzo de 1,000 cm de caminho o6ptico, foram
adicionados 3 mL de 4gua. Foi adicionada uma aliquota de 200 pL do sobrenadante
anteriormente obtido. A amostra foi submetida a varredura espectrofotométrica de 800 a
200 nm.

Os experimentos foram realizados em temperatura ambiente (=30 °C), em triplicata.

3.2.2.8. Determinac¢ao do Coeficiente de Particiao (log P)

Os espectros de absorcao na regido do UV/Visivel, que auxiliaram na determinacdo do
coeficiente de particdo (log P) dos complexos, foram obtidos utilizando-se um
espectrofotometro da marca Agilent Technologies®, de modelo UV-Vis.-NIR Cary Series. O
equipamento utilizado estd lotado na Rede de Laboratérios Multiusudrios (RELAM), do
Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.

Para a determinacdo do log P, foi utilizado o Método Shake-Flask. Para as andlises,
inicialmente, em um tubo conico de 15 mL foram adicionados 6,5 mL de 4gua e 6,5 mL de
1-octanol. Em seguida, foram adicionados 1,43 mg* do complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3. A
solucdo foi mantida sob agitagdo em um misturador de rolos (50 rpm) durante 24 h, protegida
da luz. Apds esse tempo, a solu¢do foi mantida em repouso durante 1 h. Observou-se a
separacao das fases aquosa e organica.

Posteriormente, em uma cubeta de quartzo de 1,000 cm de caminho 6ptico, foram
adicionados 2,5 mL de dgua. Foi adicionada uma aliquota de 500 pL da fase aquosa. A amostra

foi submetida a varredura espectrofotométrica de 800 a 200 nm.
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Os experimentos foram realizados em temperatura ambiente (=30 °C).
*Para 0s complexos [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs,
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 1é-se 1,01; 0,99; 1,15; e 1,06 mg,

respectivamente.

3.2.3. Avaliacdo das Interacées entre a ASH e os Complexos Terpiridina de

Ruténio(II)

3.2.3.1. Avaliacao das Interacoes entre a ASH e os Complexos Terpiridina

de Ruténio(II) via Espectroscopia na Regiio do UV/Visivel

Os espectros de absor¢do na regido do UV/Visivel foram obtidos utilizando-se um
espectrofotometro da marca Agilent Technologies®, de modelo UV-Vis.-NIR Cary Series. O
equipamento utilizado estd lotado na Rede de Laboratérios Multiusudrios (RELAM), do
Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.

Para a avaliacdo das interag¢des entre a ASH e os complexos via espectroscopia na regiao
do UV/Visivel, em uma cubeta de quartzo de 1,000 cm de caminho 6ptico, foram adicionados
3 mL de uma solugio estoque de ASH a 1,0 pmol L', em tampao fosfato salino (PBS). Foi
adicionada uma aliquota de 3 pL de uma solucio estoque de complexo a 1 mmol L™, em PBS,
obtendo-se uma solucdo de concentracdo 1,0 umol L' de complexo. A solugio foi mantida sob
incubagao e protegida da luz.

A amostra foi submetida a varredura espectrofotométrica de 800 a 200 nm.

Foram preparadas outras solugdes individuais, com aliquotas de 5, 7, 10, 15, 20, 25, 30,
35,40, 45 e 50 uL da solucio de complexo a 1 mmol L}, obtendo-se solugdes de concentracdes
1,7; 2,3; 3,3; 5,0; 6,6; 8,3; 9,9; 11,5; 13,2; 14,8; 16,4 umol L' de complexo, respectivamente.
A representacdo ilustrativa dos procedimentos experimentais realizados para a preparacdo das
solugdes € apresentada na Figura 14.

Posteriormente, as solugdes foram mantidas sob agitagdo em uma incubadora (100 rpm),
protegidas da luz durante 24 h. Apos esse tempo, as amostras foram submetidas, novamente, a
varredura espectrofotométrica de 800 a 200 nm.

Os experimentos foram realizados a temperatura controlada, de 298, 303 e 308 K, em

duplicata.
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Figura 14 — Representagao ilustrativa para dos procedimentos experimentais realizados para a

preparacdo das solugdes para a avaliagdo das interagdes entre a ASH e os complexos.

50 pL

35L40"L45\'IL
sopL N \\\

Solu¢io
de complexo
1 mmol L

ASH

Fonte: Autora.

3.2.3.2. Avaliacdo das Interacdes entre a ASH e os Complexos Terpiridina

de Ruténio(Il) via Espectroscopia na Regiio do IV

Os espectros vibracionais na regido do IV foram obtidos utilizando-se um
espectrofotometro da marca Agilent Technologies®, de modelo FTIR Cary 630. O
equipamento utilizado estd lotado na Rede de Laboratérios Multiusuarios (RELAM), do
Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.

Para a avaliagdo das interagdes entre a ASH e os complexos via IV, inicialmente, em
um eppendorf de 2 mL foram adicionados 25 pl. de uma solu¢do estoque de ASH a
1,0 mmol L', em tampéo fosfato salino (PBS). Em seguida, foram adicionados 225 pL de PBS,
obtendo-se uma solugdo de concentragio 0,1 mmol L' de ASH.

Posteriormente, em outro eppendorf de 2 mL foram adicionados 25 pLL de uma solugdo
estoque de ASH a 1,0 mmol L', em tampdo fosfato salino (PBS). Em seguida, foram
adicionados 25 pL de uma solucdo estoque de complexo a 1,0 mmol L' e 200 pL de PBS,

obtendo-se uma solugdo de concentragdo 0,1 mmol L' de ASH e de complexo.
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As amostras foram analisadas em estado liquido, com o auxilio de um acessério de
Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal de diamante, sendo submetidas a varredura

espectrofotométrica de 2000 a 1200 cm™. O PBS foi considerado na linha de base (branco).

3.2.3.3. Avaliacio das Interacdes entre a ASH e os Complexos Terpiridina

de Ruténio(II) via Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos utilizando-se um espectrofotometro da
marca Agilent Technologies®, de modelo Cary Eclipse. O equipamento utilizado esta lotado
na Rede de Laboratorios Multiusuarios (RELAM), do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais
do Pontal (ICENP), da UFU.

Para a avaliagdo das interacdes entre a ASH e os complexos via espectroscopia de
fluorescéncia, foram utilizadas as mesmas amostras, preparadas conforme descrito na sessao
3.2.3.1.

As amostras foram excitadas em 280 nm (janelas de excita¢do e emissdo de 5 e 20 nm,
respectivamente) e submetidas a varredura espectrofotométrica de 290 a 500 nm, utilizando-se
uma cubeta de quartzo de 1,000 cm de caminho 6ptico.

Posteriormente, as solu¢des foram mantidas sob agitacdo em uma incubadora (100 rpm)
durante 24 h, protegidas da luz. Apds esse tempo, as amostras foram excitadas em 280 nm
(janelas de excitagdo e emissdao de 5 e 20 nm, respectivamente) e submetidas a varredura
espectrofotométrica de 290 a 500 nm.

Os experimentos foram realizados a temperatura controlada, de 298, 303 e 308 K, em

duplicata.

3.2.3.4. Avaliacio das Interacdes entre a ASH e os Complexos Terpiridina

de Ruténio(II) via Espectroscopia de Fluorescéncia Resolvida no Tempo

Os espectros de fluorescéncia resolvida no tempo foram obtidos utilizando-se um laser
de titAnio-safira Tsunami 3950 Spectra Physics® e laser pulsado Millenia X Spectra Physics®.
Para a andlise dos dados obtidos foi utilizado o software Edinburgh Instruments®. O
equipamento utilizado estd lotado no Departamento de Fisica, da Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto (FFCLRP), da USP.

Para a avaliagdo das interacdes entre a ASH e os complexos via espectroscopia de

fluorescéncia resolvida no tempo, em 3 tubos de ensaio foram adicionados 3 mL de uma solugao
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estoque de ASH a 1,0 umol L', em tampao fosfato salino (PBS). Em dois, dos trés tubos de

ensaio foram adicionadas aliquotas de 20 e 50 pL de uma solucdo estoque de complexo a

1 mmol L', em PBS, obtendo-se solugdes de concentragdes 6,6 e 16,4 umol L' de complexo,

respectivamente. As solugdes foram mantidas sob incubagdo, protegidas da luz durante 24 h.

Ap0s esse tempo, as amostras foram submetidas a analise, sendo o comprimento de onda de

excitagao (Aexc) de 280 nm e o comprimento de onda de emissao (Aem) analisado de 335 nm.
Os experimentos foram realizados a temperatura controlada, de 298 e 308 K.

Os tempos de vida médios de fluorescéncia (t) foram obtidos utilizando-se a Equacao

T=A1T1 + Ao + AsTs (1)

em que T ¢ o tempo de vida de fluorescéncia e A ¢ a amplitude.
A qualidade dos ajustes foi avaliada a partir do valor reduzido do qui-quadrado (), que

¢ em torno de 1, ou um pouco maior, para um ajuste de alta qualidade.

3.2.3.5. Avaliacdo Cinética das Interacdes entre a ASH e os Complexos

Terpiridina de Ruténio(Il) via Espectroscopia de Fluorescéncia

Os resultados de cinética foram obtidos utilizando-se um espectrofotometro da marca
Agilent Technologies®, de modelo Cary Eclipse. O equipamento utilizado esta lotado na Rede
de Laboratérios Multiusudrios (RELAM), do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal
(ICENP), da UFU.

Para a avaliacdo da cinética de interac@o entre a ASH e os complexos via espectroscopia
de fluorescéncia, em 3 cubetas de quartzo de 1,000 cm de caminho 6ptico, foram adicionados
3 mL de uma solucio estoque de ASH 1,0 umol L' em PBS. Em duas, das trés cubetas, foram
adicionadas aliquotas de 20 e 50 pL de uma solucio estoque de complexo 1 mmol L' em PBS,
obtendo-se solugdes de concentragdo 6,6 ¢ 16,4 umol L' de complexo, respectivamente. As
solucdes foram mantidas sob incubacdo, protegidas da luz durante 12 h.

As amostras foram submetidas a analise, sendo o comprimento de onda de excitagao
(Aexc) de 280 nm (janelas de excitagdo e emissdao de 5 e 20 nm, respectivamente) € o

comprimento de onda de emiss@o (Aem) analisado de 335 nm.
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3.2.3.6. Determinac¢ido da Transferéncia de Energia por Ressonincia de

Forster (FRET) entre a ASH e os Complexos Terpiridina de Ruténio(II)

As taxas de FRET foram obtidas conforme descrito por (LAKOWICZ, 2006).

A eficiéncia do processo de transferéncia de energia por ressonincia de Forster, E, é
dependente da distancia entre o doador — neste caso, os residuos de tirosina (Tyr) e triptofano
(Trp) da ASH — e o receptor — neste caso, os complexos. O valor de E foi obtido utilizando-se

a Equacao 2,
_ Fy_ Ry
EF=1 — (_) =Y )

Em que F e Fo sdo as intensidades de fluorescéncia do doador em presenca e em auséncia do
receptor, respectivamente; Ry, denominado raio de Forster, € a distancia critica entre o doador

e o receptor em que a eficiéncia do processo ¢ de 50%; e 7y € a distancia centro a centro entre o

doador e o receptor. O valor de RS foi obtido utilizando-se a Equacdo 3,
R =88x10° K2N* ¢ J (3)

em que K ¢ o fator de orientagdo espacial que descreve a geometria dos dipolos doadores e
receptores; N € o indice de refragdo médio; ¢ ¢ o rendimento quantico de fluorescéncia do
doador em auséncia do receptor; e J ¢ o grau de sobreposicdo espectral entre espectro de
emissao do dador e o espectro de absor¢do do receptor. O valor de J foi obtido utilizando-se o

software ae Fluortools, e a Equacao 4,
J=Y () e (L) A* AL 4)

em que F ¢ a intensidade de fluorescéncia do doador em A; € € o coeficiente de absortividade
molar do receptor em A.

Os espectros de emissdo de fluorescéncia da ASH e de absor¢ao dos complexos foram
sobrepostos, com o intuito de avaliar o grau de sobreposi¢do (integral) entre os espectros (J)
em questdo e, posteriormente, calcular-se a eficiéncia do processo de transferéncia de energia

por ressonancia de Forster (E).
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3.2.3.7. Avaliacdo dos Sitios de Interacdo entre a ASH e os Complexos
Terpiridina de Ruténio(II) via Espectroscopia de Fluorescéncia Sincrona

(AL =15 nm/AA = 60 nm)

Os espectros de fluorescéncia sincrona foram obtidos utilizando-se um
espectrofotometro da marca Agilent Technologies®, de modelo Cary Eclipse. O equipamento
utilizado esta lotado na Rede de Laboratérios Multiusuarios (RELAM), do Instituto de Ciéncias
Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.

Para a avaliagdo dos sitios de interagdes entre a ASH e os complexos via espectroscopia
de fluorescéncia, foram utilizadas as mesmas amostras, preparadas conforme descrito na sessao
3.2.3.1.

As amostras foram excitadas utilizando-se AL = 15 nm/Ak = 60 nm, e submetidas a
varredura espectrofotométrica de 200 a 600 nm, utilizando-se uma cubeta de quartzo de
1,000 cm de caminho optico.

Posteriormente, as solu¢des foram mantidas sob agitacdo em uma incubadora (100 rpm)
durante 24 h, protegidas da luz. Apds esse tempo, as amostras foram excitadas em 280 nm
(janelas de excitagdo e emissdo de 5 e 20 nm, respectivamente), utilizando-se fluorescéncia
sincrona (AA = 15 nm/AA = 60 nm), e submetidas a varredura espectrofotométrica de 200 a
600 nm.

Os experimentos foram realizados a temperatura controlada, de 298, 303 e 308 K, em

duplicata.

3.2.3.8. Avaliacio das Interacdes entre a ASH e os Aqua Complexos
Terpiridina de Ruténio(II) via Eletroquimica — Voltametria de Pulso

Diferencial (VPD)

Os voltamogramas de pulso diferencial foram obtidos utilizando-se um potenciostato da
marca Autolab®, de modelo pAutolab tipo III. Para a analise dos dados obtidos foi utilizado o
software NOVA®, versao 2.1.4. O equipamento utilizado esta lotado na Rede de Laboratorios
Multiusudrios (RELAM), do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da
UFU. Para correcao da linha de base dos voltamogramas, a op¢cdo moving average foi
selecionada.

Para a avaliag@o das interacdes entre a ASH e os complexos via voltametria de pulso

diferencial, uma célula eletroquimica convencional de trés eletrodos, com capacidade para
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10 mL, foi utilizada. Foram empregados um fio de platina com 0,5 mm de diametro em espiral,
como eletrodo auxiliar, um eletrodo de Ag/AgClsa, imerso em uma solugdo saturada de cloreto
de potassio (KCI), como eletrodo de referéncia, e um eletrodo de carbono vitreo, como eletrodo
de trabalho, o qual foi polido antes e apos as analises.

Inicialmente, na célula eletroquimica, foram adicionados 500 pL de uma solucdo
estoque de complexo a 1,0 mmol L', em tampdo fosfato salino (PBS). Em seguida, foram
adicionados 5 mL de PBS, obtendo-se uma solugio de concentragio 0,1 mmol L™! de complexo.
A amostra foi sumetida a varredura, de 0,0 a 1,0 V, com velocidade de varredura de 50 mV s'.
Posteriormente, na mesma célula eletroquimica, foram adicionadas 5 aliquotas de uma solu¢ao
estoque de ASH a 1 mmol L!. Apds cada adi¢io a amostra foi sumetida a varredura, de 0,0 a

1,0 V, com velocidade de varredura de 50 mV s'.
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4. RESULTADOS

A rota sintética para os complexos terpiridina de ruténio(Il) ¢ apresentada na Figura 15.

Figura 15 — Rota sintética para os complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s,
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs,
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFo)>.

[RuCly(tpy)]

I“;ﬁs“ H,O/EOH ! 'IEE'I'T\'J‘ " H,O/ELOH
bl Et;N ) Et;N
s bd
Licl bdq Licl bd
Refluxo +80°C 4 h Rcﬂuan; IL?)IIH 4h Refluxo +80°C 4 h Rcm"\rj ILT)[]{L 4k
NH,PFg e NH,PFg e
[RuCl(bdq)(tpy)]PF [Ru(H,0)(bdq)(tpy)|(PF;), [RuCl(bd)(tpy)|PF [Ru(H,0)(bd)(tpy)|(PF ),
H,0 HO H,0O H,O
NaNO, NaNO, NaNO, NaNO,
Aquecimento+85°C 2 h Aquecimento+85°C 2 h Aquecimento+85°C 2 h Aquecimento +85°C 2 h
NH,PFg HPFg NH,PF; HPF
|Ru(NO,)}(bdg)(tpy)|PFg [Ru(bdq)(tpy)(NO)|(PF;)3 |Ru(NO,)}(bd)(tpy)|PFg [Ru(bd)(tpy)(NO)|(PFg)s

Fonte: Autora.
Os complexos destacados em vermelho sdo complexos inéditos.

Os aqua complexos, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)> e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, foram
obtidos a partir da adi¢do dos ligantes acido 3,4-diaminobenzoico (bdq) e o-fenilenodiamina
(bd), respectivamente, ao complexo precursor [RuClz(tpy)], conforme a rota de sintese descrita
para os cloreto complexos, [RuCl(bdq)(tpy)]PFs € [RuCl(bd)(tpy)]|PFs, porém na auséncia de
cloreto de litio (L1Cl). Os nitro complexos, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs,
foram obtidos a partir da adigdo de nitrito de sodio (NaNOz) aos cloreto complexos,
[RuCl(bdq)(tpy)]PFs e [RuCl(bd)(tpy)]PFs, respectivamente. Os nitrosilos complexos,
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)3 e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, foram obtidos a partir da adi¢ao de acido
hexafluorfosforico  (HPFs) aos  nitro  complexos, [Ru(NOz)(bdq)(tpy)]PFs e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, respectivamente, garantindo, além do fornecimento do contra-ion, a
acidificagcdo da solucdo e, consequentemente, a conversao do ligante nitro (NOy) a nitrosil

(NO") (de LIMA et al., 2006).
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Ap6s a sintese dos complexos, com a finalidade de avaliar suas estruturas e propriedades
fisico-quimicas, inicialmente, foram realizadas andlises elementares e via espectrometria de
massas (EM), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectroscopia na regido do
infravermelho (IV) e espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel (UV/Visivel).

Posteriormente, foram realizadas andlises para a determina¢do da condutividade, da

solubilidade e do coeficiente de parti¢ao (log P) dos complexos.

4.1. Caracterizacao Fisico-Quimica dos Complexos Terpiridina de Ruténio(II)

4.1.1. Analise Elementar

Com o intuito de corroborar com a elucidagado das estruturas quimicas e, ainda, verificar-
se a pureza dos complexos inéditos [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3;, [Ru(NOz)(bdq)(tpy)]PFes,
[Ru(NOz)(bd)(tpy)]PFs, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 € [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, utilizou-se a
técnica de andlise elementar.

Os resultados tedricos e experimentais obtidos para os complexos
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs,
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Porcentagens tedricas e experimentais de carbono, hidrogénio e nitrogénio obtidas

para os complexos terpiridina de ruténio(II).

Valores Valores

Formula Molecular / Diferenca
Complexo Elemento Tedricos Experimentais
Massa Molar (%)
(%) (%)
RuC,1H17NsNOPsF15- C 23,50 25,54 2,04
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)3 1,9 NaNO; 2 H.0O H 1,96 1,98 0,02
M =1072,50 g mol’! N 9,14 10,97 1,83
RuC2,H17N502NO,PF¢- C 36,17 36,94 0,77
[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs 0,9 NaCl-0,1H,0O H 2,36 2,36 0,00
M = 729,85 g mol’! N 11,51 10,74 0,77
RuC21H17NsNO2PFs- C 38,24 38,09 0,15
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs 0,4 NaNO> H 2,58 2,34 0,24
M = 659,00 g mol! N 13,60 13,26 0,34
C 33,32 33,84 0,52
[Ru(H:0)(bd)(tpy)](PEe) RuC22H17Ns0:H20P2F 12 H 5 40 583 0.43
u(Hsz t 6)2 s ) )
VEPY M = 792,40 g mol’!
N 8,83 9,59 0,76
RuC>1H17NsH2OPF 12+ C 37,92 37,94 0,02
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 CsHsN2 H 2,93 2,95 0,02
M = 854,40 g mol’! N 11,47 10,25 1,22

Fonte: Autora.

Os valores experimentais de %C, %H e %N obtidos demonstram que as estruturas
quimicas obtidas para os complexos [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs,
[Ru(NO2)(bd)(tpy)IPFs, [Ru(H20)(bdq)(tpy)(PFe)2 ¢ [Ru(H20)(bd)(tpy)1(PFs)2 fazem jus

aquelas propostas.

4.1.2. Espectrometria de Massas — lonizacdo/Dessor¢iao a Laser Assistida por
Matriz (MALDI)

A técnica de espectrometria de massas (EM) ¢ utilizada para caracterizar-se e elucidar-
se as estruturas quimicas de diversas moléculas, como compostos de coordenagdo. As analises
via técnica de espectrometria de massas fornecem informagdes de extrema relevancia, como a

relagdo massa/carga dos fragmentos gerados e, além disso, os espectros de massas obtidos
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apresentam a distribuigdo isotdpica caracteristica do ion metdlico presente na estrutura
analisada (HENDERSON & MCINDOE, 2005).

Assim, com o0 objetivo de corroborar com a caracterizacao e elucidagdo das estruturas
quimicas dos complexos inéditos [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFes,
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs) utilizou-se a
técnica de espectrometria de massas com o método MALDI-TOF. A caracterizagdo do
complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)3 via espectrometria de massas com o método de ionizagao
por electrospray (ESI) foi anteriormente descrita por de OLIVEIRA e colaboradores (2009), a
qual auxiliara na elucidacao dos resultados obtidos para os demais complexos utilizados no
presente trabalho.

Para as analises, foram utilizadas duas matrizes diferentes, sendo o acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (ALF) (CioH7NO3) e o dacido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) (C7HsOs).
Contudo, para as analises utilizando-se diferentes tipos de matrizes, ndo foi possivel observar
o pico do ion molecular para os complexos. Para o nitrosilo complexo,
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, os resultados obtidos utilizando-se a matriz de DHB foram melhores
avaliados, enquanto para os nitro complexos, [Ru(NO;)(bdq)(tpy)]PFs e
[Ru(NO)(bd)(tpy)]PFs, os resultados obtidos utilizando-se a matriz de ALF foram melhores.

Os resultados obtidos exibem a distribui¢io isotdpica do ruténio ('**Ru, 18,7%; '®’Ru,
31,6%; °'Ru, 17,0%; 'Ru, 12,6%; *Ru, 12,7%; **Ru, 1,88% e *°Ru, 5,52%) como sendo +1,
indicando que os fragmentos observados sdo ions de carga 1+.

O espectro de massas obtido e as fragmentagdes propostas para o nitrosilo complexo,

[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, sdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16 — Espectros de massas e fragmentagdes para o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s.
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O espectro de massas obtido para o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s (Figura 16)
utilizando-se a matriz de DHB, apresentou fragmentos em m/z = 567,2936 e 365,2038. As
estruturas quimicas para os fragmentos observados para o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PF¢)3
sdo descritas baseando-se nas atribuicdes para o complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs); de
OLIVEIRA e colaboradores (2009). O primeiro fragmento, em m/z = 567,2936, ¢ atribuido a
perda do ligante tpy e de um contra-ion, PF¢™ e, ainda, pela entrada do solvente coordenante,
neste caso, acetonitrila (ACN). O ultimo fragmento, em m/z = 365,2038, ¢ caracterizado pela

perda do ligante bd e de trés contra-ions, PFs".
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Os espectros de massas obtidos e as fragmentacdes propostas para os nitro complexos,

[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, sdo apresentados nas Figuras 17 e 18.

Figura 17 — Espectros de massas para o complexo [Ru(NO)(bdq)(tpy)]PFe.
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Fonte: Autora.

Para o complexo [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs (Figura 17), o espectro de massas obtido

utilizando-se a matriz de ALF, apresentou fragmentos em m/z = 711,9929; 673,1381 e

568,3228. O fragmento em m/z = 711,9929 ¢ atribuido a oxidagdo do centro metalico, de Ru"

I

para Ru™, a perda do ligante bdq e de um atomo de hidrogénio e, ainda, a entrada da matriz,
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neste caso, ALF (C10H7NOs), em sua forma desprotonada. O fragmento em m/z = 673,1381 ¢
caracterizado pela oxida¢do do centro metalico e pela perda de dois atomos de hidrogénio. O
ultimo fragmento, em m/z = 568,3228, ¢ descrito pela oxida¢do do centro metalico, pela perda
do ligante bd e, além disso, pela entrada do solvente coordenante, ACN, e dois atomos de

hidrogénio.

Figura 18 — Espectros de massas para o complexo [Ru(NO)(bd)(tpy)]PFs.
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O espectro de massas obtido para o complexo [Ru(NO:2)(bd)(tpy)|PFs (Figura 18),
utilizando-se a matriz de ALF, apresentou fragmentos em m/z=712,0355; 629,1977; 568,2717;
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524,2588; 476,0114; e 440,6299. O fragmento em m/z = 712,0355 ¢ atribuido a oxidagdo do

centro metalico, de Ru'! para Ru'!

, a perda do ligante bd e de um 4atomo de hidrogénio e, ainda,
a entrada da matriz, neste caso, ALF (Ci1o0H7NO3), em sua forma desprotonada. O fragmento em
m/z = 629,1977 ¢ caracterizado pela oxidagao do centro metalico e pela perda de dois a&tomos
de hidrogénio. O fragmento em m/z = 568,2717 ¢é descrito pela oxida¢do do centro metélico,
pela perda do ligante bd e, além disso, pela entrada do solvente coordenante, ACN. O fragmento
em m/z = 524,288 ¢ atribuido a oxidacao do centro metélico e a perda do ligante bd e de um
atomo de hidrogénio. O fragmento em m/z = 476,0114 ¢ caracterizado pela perda os ligantes
bd e NO;™ e de trés atomos de hidrogénio. O ultimo fragmento, em m/z = 440,6299, ¢ descrito
pela oxidagdo do centro metalico, pela perda do ligante tpy e, também, pela entrada do solvente
coordenante, ACN, e um atomo de hidrogénio.

Os espectros de massas obtidos para os aqua complexos, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, sdo apresentados nas Figuras 19 e 20.
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Figura 19 — Espectros de massas para o complexo [Ru(H>O)(bdq)(tpy)](PFs)>.
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Para o complexo [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 (Figura 19), o espectro de massas obtido
utilizando-se a matriz de ALF, apresentou fragmentos em m/z = 711,9310; 568,3448 e
485,4483. O fragmento em m/z = 711,9310 ¢ atribuido a oxidagdo do centro metalico, de Ru"

para Ru'!

, a perda dos ligantes bdq e H>O, de um contra-ion, PFs" e, ainda, a entrada da matriz,
neste caso, ALF (C1oH7NOs3), em sua forma desprotonada, do solvente coordenante, ACN, e
dois atomos de hidrogénio. O fragmento em m/z = 568,3448 ¢ caracterizado pela perda dos

ligantes bdq e H>O, de um contra-ion, PFs e, além disso, a entrada de duas moléculas do
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solvente coordenante, ACN e sete a&tomos de hidrogénio. O fragmento em m/z = 520,2182 ¢
caracterizado pela perda dos ligantes bdq e H>O, de um contra-ion, PF¢" e, além disso, a entrada
de uma molécula do solvente coordenante, ACN. O ultimo fragmento, em m/z = 485,4483, ¢
descrito pela reducao do grupo carboxila do ligante bdq, pela perda do ligante H,O e de dois

contra-ions, PF¢, e, ainda, pela entrada de um atomo de hidrogénio.

Figura 20 — Espectros de massas para o complexo [Ru(H2O)(bd)(tpy)](PFs)a.
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O espectro de massas obtido para o complexo [Ru(H2O)(bd)(tpy)](PFs)> (Figura 20),
utilizando-se a matriz de ALF, apresentou fragmentos em m/z = 476,2727 e 440,3636. O
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fragmento em m/z =476,2727 ¢ atribuido a perda dos ligantes bd e H,O, de um contra-ion, PF¢
e, ainda de trés atomos de hidrogénio. O ultimo fragmento, em m/z = 440,3636 ¢ caracterizado
pela oxidacao do ligante bd, pela perda dos ligantes tpy e H>O e de um contra-ion, PF¢ e, ainda,
pela entrada de duas moléculas do solvente coordenante, ACN, e quatro atomos de hidrogénio.

As distribui¢des isotdpicas para o nitrosilo complexo, [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s, para os
nitro complexos, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs € [Ru(NO>)(bd)(tpy)]PFs, € para os aqua complexos,
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, sao apresentados na Figura 21. Os
resultados experimentais e teoricos (ChemCalc: A building block for tomorrow’s chemical
infrastructure, 2013) obtidos exibem valores de m/z proximos, com intensidades relativas

semelhantes, corroborando, assim, com os fragmentos propostos para os complexos.
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4.1.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Complexos nitrosilos de ruténio(Il) que apresentam co-ligantes polipiridinicos em sua
esfera de coordenagdo, podem exibir tanto a forma com o ligante nitrosil, Ru™~-NO*, quanto a
forma com o ligante nitro, Ru"-NO>", a depender do pH do meio. Em pH < 7,0 a forma com o
ligante nitrosil, Ru™~NO", é a mais estavel, enquanto em pH > 7,0 a forma com o ligante nitro,
Ru''-NOy", é a mais estdvel (SAUAIA & da SILVA, 2003; de SANTANA et al., 2017). A

conversdo do ligante NO" a NO,” em complexos de ruténio(II) é representada no Esquema 1.

Esquema 1 — Representacdo simplificada da conversio do ligante nitrosil (NO") a nitro

(NO2) em complexos de ruténio(II).

Ru™NO" + 20H = { RuNO*-----20H" } =2 Ru""NO> + H,O

Semelhante aos complexos nitrosilos de ruténio(Il) que apresentam diferentes estruturas
a depender do pH do meio, aqua complexos terpiridina de ruténio(Il) também podem exibir
diferentes formas, sendo estas tanto a forma com o ligante d4gua, Ru''-H,0O, quanto a forma com
o ligante hidroxido, Ru''-OH" (TAKEUCHLI, et al., 1984; MIJATOVIC, et al., 2013; HUANG,
etal.,2015; CHRZANOWSKA et al, 2017). A conversao do ligante Ho O a OH™ em complexos

de ruténio(Il) ¢ representada no Esquema 2.

Esquema 2 — Representagdo simplificada da conversdo do ligante agua (H20) a hidroxido
(OH") em complexos de ruténio(Il).

Ru'“H,0 + OH = { Ru'~H,0-----OH" } = Ru'~OH" + H,0O ()

Considerando-se que as interacdes entre a albumina sérica humana (ASH) e os
complexos serdo avaliadas em condig¢des fisiologicas (pH = 7,40), com o propdsito de analisar-
se a estabilidade das formas Ru-NO" dos complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs); e
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs);, Ru~NO>" dos complexos [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, (°da SILVA, et al, 2018) e Ru~H,O dos complexos
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, utilizou-se a técnica de CLAE.

Os cromatogramas obtidos para os complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢); (BESSAS et
al.,2021) e [Ru(NO>)(bdq)(tpy)]PF¢ sao apresentados nas Figuras 22 e 23, respectivamente.
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Figura 22 — Cromatogramas para o complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3 (a). Composicdo
da fase mével: Tampio fosfato 0,01 mol L' a 0,1% de TFA:MeOH (85:15 v/v). Tempo
ap6s a dissolucdo do complexo: 0 h (=) e 2 h (---). t = 37 °C. Estruturas quimicas dos
isdmeros de posi¢cdo do complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)s (b).
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Fonte: BESSAS ef al., 2021 (a). Autora (b).
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Figura 23 — Cromatogramas para o complexo [Ru(NO;)(bdq)(tpy)]PFs (a). Composi¢do da
fase movel: Tampao fosfato 0,01 mol L' a 0,1% de TFA:MeOH (85:15 v/v). Tempo apés a
dissolugdo do complexo: 0 h (—) € 2 h (---). t = 37 °C. Espectros de absor¢ao na regido do

UV/Visivel. para o complexo [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PF¢ referente aos picos 1 (b) e 2 (¢).
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Fonte: Autora.

Os cromatogramas obtidos para os complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s (Figura 22
(a)) e [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs (Figura 23) exibem dois picos com tempos de retengdo de
try = 5,87 (pico 1) e tr2 = 8,59 min. (pico 2), para [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s, e tr; = 3,87 (pico
1) e tro = 5,03 min. (pico 2), para [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs. Conforme descrito por de
OLIVEIRA e colaboradores (2009), o cromatograma de separagdo para o complexo
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3 apresenta dois picos. Os autores concluiram, através da técnica de
RMN, que os picos 1 e 2 fazem referéncia a dois isOmeros de posi¢do do complexo
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)3 (Figura 22 (b)), observados devido a duas diferentes conformagdes
espaciais do complexo, a depender da posi¢do do grupo carboxila (—COOH) do ligante bdq.

Entdo, infere-se que o complexo [Ru(NO:)(bdq)(tpy)]PFs, assim como o complexo

600
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[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3, exibe dois isdomeros de posi¢ao. Os espectros de absor¢do na regiao
do UV/Visivel obtidos das fracdes referentes aos picos 1 e 2 (Figura 23 (b) e (¢)) apresentam
perfis espectrais semelhantes, sustentando a afirmacgao de que os picos 1 e 2 fazem referéncia
aos isomeros de posi¢cdo do complexo [Ru(NOz)(bdq)(tpy)]PFs.

Os cromatogramas obtidos para os complexos [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs); (BESSAS et
al., 2021) e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs sdo apresentados nas Figuras 24 e 25, respectivamente.

Figura 24 — Cromatogramas para o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PF)3. Composi¢ao da
fase movel: Tampao fosfato 0,01 mol L™ a 0,1% de TFA:MeOH (85:15 v/v). Tempo apés
a dissolugdo do complexo: O h (—) e 2 h (---). t =37 °C.

Tempo (min.)

Fonte: BESSAS et al., 2021.
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Figura 25 — Cromatogramas para o complexo [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs (a). Composicao da fase
mével: Tampdo fosfato 0,01 mol L' a 0,1% de TFA:MeOH (75:25 v/v). Tempo apds a
dissolugdo do complexo: 0 h (—) e 2 h (---). t = 37 °C. Espectro de absor¢ao na regidao do
UV/Visivel. para o complexo [Ru(NO>)(bd)(tpy)]PFs referente ao pico em tr = 5,99 min. (b).
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Fonte: Autora.

Os cromatogramas obtidos para os complexos [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)3 (Figura 24) e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs (Figura 25) exibem apenas um pico, com tempos de retencdo de
tr = 5,92 min., para [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, e tr = 5,99 min., para [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFe.

Analisando-se 0s cromatogramas obtidos para os nitrosilos complexos,
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3 e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs);, e para os nitro complexos,
[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, € comparando-se os perfis obtidos em
tempo zero e apds 2 h de dissolugdo dos mesmos, observa-se que ndo houve alteragdes
significativas dos picos exibidos, seja o aumento ou a diminui¢do de &rea, tampouco o
aparecimento de quaisquer outros picos, indicando a ndo conversio do ligante NO" a NO, ou
vice-versa. Assim, conclui-se que tanto os nitrosilos complexos, quanto os nitro complexos sdo
estaveis em suas respectivas formas apos 2 h de dissolug¢do dos mesmos.

Os cromatogramas obtidos para o aqua complexo [Ru(H>O)(bd)(tpy)](PFs)2 sdo

apresentados na Figura 26.

600
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Figura 26 — Cromatogramas para o complexo [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 (a). Composi¢do da
fase movel: Tampao fosfato 0,01 mol L' a 0,1% de TFA:MeOH (85:15 v/v). Tempo apés a

dissolugdo do complexo: 0 h (=) e 2 h (---). t = 37 °C. Espectros de absorc¢ao na regido do
UV/Visivel. referente aos picos 1 (b), 2 (¢), 3 (d), 4 (e), 5 (f) e 6 (g).
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Fonte: Autora.

O cromatograma obtido para o complexo [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)> (Figura 26 (a))
logo apos a dissolugdo do mesmo exibe seis picos, com tempos de retengdo de tr; = 2,31 (pico
1), tro =4,19 (pico 2), tr3 = 4,52 (pico 3), tra = 4,90 (pico 4), trs = 5,50 (pico 5) e trs = 6,04 min.
(pico 6). J4 o cromatograma obtido ap6s 2 h de dissolucdo do complexo apresenta apenas quatro
picos com tempos de retengdo de tr; = 2,31 (pico 1), tro = 4,19 (pico 2), tr3 = 4,52 (pico 3) e
trs = 5,50 min. (pico 5).

As espécies quimicas referentes aos picos observados foram descritas baseando-se em
atribui¢des para complexos polipiridinicos de ruténio(Il) anteriormente reportadas por
CHRZANOWSKA e colaboradores (2017).

Os picos 4 e 6, possivelmente, fazem referéncia a dois isomeros de posi¢ao dos
complexos com o ligante fosfato, observados devido a duas diferentes conformagdes espaciais
do complexo, a depender da posi¢do do grupo carboxila do ligante bdq e, ainda, devido a
presenca de ions mono (HPO4?>) e dihidrogenofosfato (H2PO4) na composicdo da fase mével
utilizada. Tais picos sdo observados, possivelmente, devido a conversao parcial do complexo
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 ao fosfato complexo no meio reacional, uma vez que na preparacao
da fase movel adiciona-se 0,6076 g de dihidrogenofosfato de sodio (NaH2PO4) e 0,8580 g de
monohidrogenofosfato de sodio (Na,HPOys).

Os picos 3 e 5 fazem referéncia a dois isomeros de posicdo do complexo
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2, também observados devido a duas diferentes conformacgdes
espaciais do complexo. Aqua complexos apresentam uma banda de TCML em regides préximas
a 502 nm.

Finalmente, os picos 1 e 2 fazem referéncia a dois isomeros de posicao do complexo

[Ru(OH)(bdq)(tpy)]PFs. Hidroxido complexos apresentam a banda de TCML em regides



77

proximas a 510 nm. O espectro eletronico qualitativo obtido para o aqua complexo,
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 em meio basico (pH = 13,0) (Figura 27) sustentam a afirmagdo de
que a banda de TCML em 510 nm ¢ atribuida ao hidroxido complexo, [Ru(OH)(bdq)(tpy)]PFes.

Figura 27 — Espectro eletronico qualitativo para o complexo [Ru(OH)(bdq)(tpy)]PFs em NaOH
0,1 mol L.
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Fonte: Autora.

Ap6s 2 h de dissolu¢do do complexo observa-se que ha o desaparecimento dos picos 4
e 6, referentes aos fosfato complexos, e, ainda o aumento de area dos picos 1 e 2, referentes aos
hidréxido complexos, e, também, dos picos 3 e 5, referentes aos aqua complexos. Semelhante
ao descrito por CHRZANOWSKA e colaboradores (2017), possivelmente os fosfato complexos
sao convertidos as espécies aqua, as quais, por sua vez, sdo parcialmente convertidas as espécies
hidroxido apds 2 h de dissolugao.

Os cromatogramas obtidos para o aqua complexo [Ru(H>O)(bd)(tpy)](PFs)2 sdo

apresentados na Figura 28.
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Figura 28 — Cromatogramas para o complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 (a). Composicao da
fase movel: Tampdo fosfato 0,01 mol L' a 0,1% de TFA:MeOH (75:25 v/v). Tempo apés a
dissolugdo do complexo: 0 h (—) e 2 h (---). t = 37 °C. Espectros de absor¢ao na regido do

UV/Visivel. referente aos picos 1 (b) e 2 (¢).
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Figura 28 (a)) logo apds a dissolugdo do mesmo exibe apenas um pico, com tempo de
retengao de
tr = 10,35 min (pico 1). O cromatograma obtido apos 2 h de dissolugao do complexo apresenta
apenas um pico com tempo de retencao de tr = 11,48 min. (pico 2).

O pico 1, possivelmente, faz referéncia ao complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2,
enquanto o pico 2, provavelmente, faz referéncia ao complexo [Ru(OH)(bd)(tpy)]PFs. Neste
caso, diferentemente daquilo observado para o complexo [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2, a espécie
aqua ¢ convertida a espécie hidroxido apds 2 h de dissolugao. O espectro eletronico qualitativo
obtido para o aqua complexo, [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 em meio basico (pH = 13,0) (Figura
29) sustentam a afirmagdo de que a banda de TCML em 510 nm ¢ atribuida ao hidréxido

complexo, [Ru(OH)(bdq)(tpy)]PFe.

Figura 29 — Espectro eletronico qualitativo para o complexo [Ru(OH)(bd)(tpy)]PFs em NaOH
0,1 mol L.
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4.1.4. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IV)

Complexos nitrosilo/nitro de ruténio(Il), dos tipos Ru"™-NO* e Ru''-NO»", apresentam
estiramentos na regido do IV caracteristicos, a depender dos modos de coordenagdo dos ions
NO* e NO>".

O ion nitrosdonio (NO) pode coordenar-se ao ion metalico de trés diferentes modos

(Figura 30) (RICHTER-ADDO & LEGZDINS, 1992), sendo que quando o ion se coordena de
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maneira linear, os complexos apresentardo estiramentos intensos na regido entre 1970 e
1800 cm!. Os estiramentos aparecem em regides de mais alta energia, devido ao menor
comprimento da ligagdo N=0O", em consequéncia da maior intensidade da retrodoagio M—NO™,
quando o ion NO" se coordena de maneira linear (KUMAR, et al., 2013). Sendo que o ion, ao
se coordenar de maneira angular, os complexos exibirdo estiramentos entre 1720 e 1400 cm.
Neste caso, os estiramentos aparecem em regides de mais baixa energia, em consequéncia do
maior comprimento da ligagdo N=O" (MCCLEVERTY, 2004). Dentre os trés diferentes modos
de coordenagdo do ion NO", para complexos de ruténio(II), a forma mais comum ¢é aquela onde
ha a coordenagdo através do atomo doador de nitrogénio, de maneira linear (BOTTOMLEY,

1978; GUENGERICH & SCHUG, 1978; de LIMA et al., 2006).

Figura 30 — Modos de coordenacdo Metal-NO.
o* N
/
N N oy
M M M

Fonte: Adaptado de RICHTER-ADDO & LEGZDINS, 1992.

O ion nitrito (NO2") pode coordenar-se ao ion metalico de trés diferentes modos (Figura
31) (RICHTER-ADDO & LEGZDINS, 1992), sendo que quando o ion se coordena através do
atomo doador de nitrogénio, os complexos apresentardo estiramentos assimeétricos € simétricos
proximos a 1349 e 1298 cm™!, respectivamente. A diferenca entre os valores de estiramentos
assimétricos (vas) € simétricos (vs) € menor que 100 cm™!, quando o ion NO;,” se coordena através
do atomo doador de nitrogénio. Sendo que o ion, ao se coordenar através do a&tomo doador de
oxigénio, a diferenca entre os valores de estiramentos assimétricos e simétricos ¢ maior que 300
cm (NAKAMOTO, 2009). Dentre os trés diferentes modos de coordenagio do ion NO>, para
complexos de ruténio(Il), a forma mais encontrada ¢ aquela onde hé a coordenacao através do

atomo de nitrogénio (HITCHMAN & ROWBOTTOM, 1982).
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Figura 31 — Modos de coordenagdo Metal-NO,.
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Fonte: Adaptado de RICHTER-ADDO & LEGZDINS, 1992.

Assim, com a finalidade de analisar-se os estiramentos da ligagdo N=O" dos complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)3 e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 € os estiramentos do ligante NO>™ dos
complexos [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, utilizou-se a técnica de IV. Os
espectros vibracionais obtidos para os nitrosilos complexos e para os nitro complexos sao

apresentados nas Figuras 32, 33, 34 e 35, respectivamente.

Figura 32 - Espectro vibracional na regido do IV para o complexo
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s.
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Fonte: Autora.
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Figura 33 — Espectro vibracional na regido do IV para o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s.
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Fonte: Autora.

Figura 34 — Espectro vibracional na regido do IV para o complexo [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFe.
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Figura 35 — Espectro vibracional na regido do IV para o complexo [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs.
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Os  espectros  vibracionais  obtidos para os  nitrosilos  complexos,
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3 e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, apresentam estiramentos intensos em
1895 ¢ 1876 cm’!, respectivamente. Conforme anteriormente descrito, estiramentos intensos na
regido entre 1970 e 1800 cm™! sdo caracteristicos de uma estrutura linear para a ligagio Ru—NO
e de um caréater nitrosénio (NO"). Complexos de ruténio(Il) desses tipos sdo frequentemente
representados pela forma de ressonancia Ru™-NO", sendo que h4 outras formas de ressonincia
possiveis, eventualmente utilizadas, como Ru"™NO° e RuV-NO" (RICHTER-ADDO &
LEGZDINS, 1992).

A diferenca entre os valores de Vv(N=O") obtidos para os complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF)s e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s, de A=19 cm™!, est4 relacionada aos co-
ligantes bdq e bd. O co-ligante bdq apresenta um grupo carboxila ((COOH), o qual ¢ um grupo
retirador de densidade eletronica. Assim, quando coordenado, o co-ligante bdq retira uma maior
densidade eletronica do ion metalico Ru'', se comparado ao co-ligante bd e, entdo, pode-se
atribuir um maior carater m-receptor para o co-ligante bdq. Portanto, considerando-se o maior
cardter m-receptor para o co-ligante bdq, pode-se inferir que a intensidade retrodoagao
Ru"»NO" no complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs); é menor, se comparada aquela para o
complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s. Quanto menor a retrodoa¢io Ru''->NO", maior a forca da
ligagdo N=0" e, consequentemente, maior a energia vibracional da ligagdo em questéo.

Além dos estiramentos caracteristicos da ligagdo N=0O", os espectros vibracionais

obtidos para os nitrosilos complexos apresentam estiramentos em 1726 e 1738 cm,
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respectivamente, atribuidos a ligagio C=N, e estiramentos entre 1600 e 1500 cm,
caracterizados pelas ligagdes C=C e C=N do ligante tpy. Os espectros exibem, ainda,
estiramentos em 829 e 833 cm™!, respectivamente, referente as ligacdes P—F do contra-ion PFs"
e estiramentos em 554 e 557 cm’!, respectivamente, atribuidos as ligagdes Ru'-N, entre o ion
metalico e o ligante tpy (NAKAMOTO, 2009).

Os espectros vibracionais obtidos para os nitro complexos, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs ¢
[Ru(NO,)(bd)(tpy)]PFs, exibem estiramentos assimétricos, em 1356 e 1377 cm™!, e simétricos,
em 1281 cm!, respectivamente. Tais estiramentos sdo inerentes ao ligante NO2", quando h4 a
coordenacdo do ion NO>™ por meio do 4&tomo de nitrogénio.

Além dos estiramentos inerentes ao ligante NO>", os espectros vibracionais obtidos para
os nitro complexos apresentam estiramentos entre 1600 e 1500 cm’!, atribuidos as ligagdes C=C
e C=N do ligante tpy. Os espectros exibem, ainda, estiramentos em 837 e 825 cm’,
respectivamente, caracterizados pelas ligagdes P—F do contra-ion PF¢ e estiramentos em 554
cm’!, referente as ligagdes Ru''-N, entre o fon metalico e o ligante tpy (NAKAMOTO, 2009).

Contudo, os espectros apresentam, também, estiramentos em 1895 e 1892 cm,
respectivamente, atribuidos a ligagdo N=O", os quais sdo observados, possivelmente, devido a
um processo de hidrolise do ion amdnio (NH4"), proveniente do sal NH4PFs, utilizado durante
a sintese dos complexos para o fornecimento do contra-ion. A hidrolise do ion NH4" ocasiona
a liberagdo de ions hidronio (H3O") e, consequentemente, propicia a acidificacdo do meio
reacional.

Assim, pode-se concluir que os complexos [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, em estado solido, consistem-se em uma mistura entre as formas
Ru™NO; e Ru''-NO". Entretanto, os espectros vibracionais obtidos para os nitro complexos
[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs em solucdo tampdo fosfato salino (PBS)
(Figura 36) ndo exibem estiramentos atribuidos a ligagdo N=0O". Entdo, pode-se constatar que
os complexos [Ru(NOy)(bdq)(tpy)]PFs € [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, em solucdo, apresentam-se
apenas na forma de Ru"-NO,". Além disso, os resultados obtidos via CLAE (sessido 4.1.2)
corroboram com a afirmacdo de que h4d somente uma espécie em solugdo para os nitro

complexos.
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Figura 36 — Espectros vibracionais na regido do IV para os complexos [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs
(a) e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs (b), em PBS (pH = 7.,4).
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Fonte: Autora.

Os valores de estiramento para os ligantes NO™ ¢ NO> coordenados a complexos
polipiridinicos de ruténio(II), tanto obtidos no presente trabalho, quanto descritos na literatura,

sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Valores de estiramento para os ligantes nitrosil (NO™) e nitro (NO2) coordenados a

complexos polipiridinicos de ruténio(II).

v(NO2) (cm™)
Complexo v(NO") (em™) . Referéncia
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s 1895 - -
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s 1876" - -
[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs 1895" 1356 / 12817 -
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs 1892" 1377/ 12817 -
[Ru(bpy)2(py)(NO)](PF¢)3 1947 - SAUAIA & da SILVA, 2003
[Ru(NH>.NHacat)(tpy)(NO)(PFs)3 1874 - de LIMA et al., 2006
[Ru(bpy)(tpy)(NO)](PFs)3 1952 - FREEDMAN et al., 2006
[Ru(NO>)(bpy)(tpy)]PFs - 1322 /1278 FREEDMAN et al., 2006
[RuCI(NO2)(bpy)2].H20 - 1325/1270 GODWIN & MEYER, 1970
[Ru(NO2)2(bpy)2].H20 - 1332/1304  GODWIN & MEYER, 1970
[Ru(NO2)(bpy)2(NO)](PF)2 1943 1430/1330  KOVALEVSKY et al., 2005

"Fonte: Autora.
NH,.NHzcat = Acido 3,4-diaminobenzoico (Forma reduzida).

Os valores de estiramento para os ligantes NO™ ¢ NO> coordenados a complexos
polipiridinicos de ruténio(II), tanto obtidos no presente trabalho, quanto descritos na literatura
sao relativamente proximos, sustentando a afirmagao de que os para os nitrosilos complexos,
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3 e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s, ha a coordenacdo do ion NO* através
do atomo de nitrogénio, enquanto para os nitro complexos [Ru(NOz)(bdq)(tpy)]PFs e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, ha a coordenacao do ion NO>™ por meio do atomo de nitrogénio. Além
disso, os resultados obtidos por McGarvey (2000) via espectroscopia de ressonancia
paramagnética eletronica (RPE) corroboram com a afirmagao de que os complexos nitrosilos
sejam melhores representados considerando-se a forma Ru~NO", em que o elétron
desemparelhado encontra-se mais nos orbitais d do ion metalico do que nos orbitais p do
nitrogénio.

Os espectros vibracionais obtidos para os aqua complexos, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2
e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, sdo apresentados nas Figuras 37 e 38, respectivamente.
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Figura 37 — Espectro vibracional na regido do IV para o complexo [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFé)2.
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Figura 38 — Espectro vibracional na regido do IV para o complexo [Ru(H2O)(bd)(tpy)](PFs)a.
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Os espectros vibracionais obtidos para os aqua complexos, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2
e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFe)2, apresentam estiramentos entre 1600 e 1500 cm™, atribuidos as
ligagdes C=C e C=N do ligante tpy. Os espectros exibem, ainda, estiramentos em 830 e
838 cm’!, respectivamente, caracterizados pelas ligacdes P—F do contra-ion PF¢ e estiramentos
em 555 cm’!, referente as ligagdes Ru'N, entre o ion metalico e o ligante tpy. Os estiramentos

inerentes ao ligante 4gua, descritos pela ligagio O—H, proximos a 1600 cm™, nio foram
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observados, uma vez que hé a sobreposi¢do de tal estiramento e dos estiramentos atribuidos as

ligagcdes C=C e C=N do ligante tpy (NAKAMOTO, 2009).

4.1.5. Espectroscopia na Regiao do Ultravioleta e Visivel (UV/Visivel)

Complexos de ruténio(Il) que apresentam co-ligantes insaturados, como co-ligantes
polipiridinicos, em suas esferas de coordenagdo, geralmente, apresentam bandas de absor¢ao
na regido do UV, atribuidas a transi¢des do tipo intraligante (IL), e, também, exibem bandas de
absor¢do na regido do visivel, caracterizadas por transicdes do tipo campo ligante (CL) e
transferéncia de carga metal-ligante (TCML) (LEVER, 1984).

As transigoes do tipo IL s@o semelhantes aquelas observadas para ligantes insaturados
nao coordenados. Exemplificando-se, em ligantes aromdticos n-heterociclicos, tais transi¢des
sdo originadas devido a elétrons livres () e, também, elétrons pi (1), ou seja, sdo transi¢des do
tipo n—n e m—7 , respectivamente. As transi¢des do tipo n—7" ocorrem em regides de maior
comprimento de onda e sdo de baixa intensidade, enquanto as transi¢des do tipo m—n" ocorrem
em regides de menor comprimento de onda e sdo de alta intensidade, semelhante aquelas
observadas em hidrocarbonetos aromaticos correspondentes.

As transigdes do tipo CL ocorrem entre niveis energéticos localizados no metal, ou seja,
sdo transi¢des do tipo d—d. Tais transi¢des sao originadas devido ao desdobramento de energia
dos orbitais d do metal, os quais, em um campo octaédrico, sdo descritos como 2, € eg.

As transi¢des do tipo TCML sdo observadas devido a ligagcdes m nos complexos de
ruténio os quais apresentam co-ligantes insaturados em suas esferas de coordenacgao, ou seja,
sdo transi¢des do tipo dn(M)—pn'(L) (FORD, et al., 1968; TFOUNI & FORD, 1980). Tais
transigdes sdo originadas em virtude dos orbitais do metal e dos ligantes apresentarem energia
proximas e simetrias apropriadas. Assim, quando os elétrons do ion metélico estdo em orbitais
de simetria 7 e os orbitais desocupados de menor energia (LUMO) dos ligantes também sao de
simetria 7, ha transi¢des do tipo dn(M)—pn (L).

Assim, com o intuito de analisar-se os espectros eletronicos para os complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s, [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs,
[Ru(NOz)(bd)(tpy)]PFs, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 € [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, utilizou-se a
técnica de UV/Visivel.

Os dados espectroscopicos obtidos para os complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF)s3,
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFe, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFé,
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 € [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Dados espectroscopicos para os complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s3,
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs,
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)> e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, seus coeficientes de absortividade

molar (g) e suas atribuigdes.

Complexo A (nm)/log € Atribuicoes
321/4,24 dn(Ru)—n*(bdq) e dn(Ru')—r’(tpy)
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3  356/4,18 2 dn(RuM—n"(bdq) e dn(Ru)—n*(NO™)
500/3,51% dn(Ru— n'(bdq) e dn(Ru)— =*(tpy)
285/4,16 ° n—n (bd) e t—7 (tpy)
304/4,16 ° n—n (bd) e t—7 (tpy)
[RubPY)NONEPE: 04070 dn(RuN—7(bd) ¢ dr(Ru")—"(NO")
444/3,54 2 dn(Ru—n"(bd) e dn(Ru— ' (tpy)
271/4,12° n—m (bdq) e n—7 (tpy)
281/4,12° n—m (bdq) e n—7 (tpy)
[Ru(NOz)(bdq)(tpy)]PFs 310/4,02 ° n— (bdq) e n—7 (tpy)
326/3,96° dn(Ru")—n"(bdq) e n—»n"(NOy)
512/4,01°  dn(Ru)—n"(bdq), dn(Ru)—x"(tpy) e dn(Ruh)—r"(NO,)
270/4,00 ° n—m (bd) e n—7 (tpy)
280/3,96 ° n—n (bd) e T—7 (tpy)
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs 308/4,00 ° n—n (bd) e T—7 (tpy)
326/3,88 ° drn(Ru)—r"(bd) e n—n"(NO2)
504/3,80°  dn(Ru)—n'(bd), dn(Ru)—nr’(tpy) e dn(Ru)—n"(NOy)
272/4,11°¢ n— (bdq) e n—n (tpy)
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2  312/4,12 ¢ n—n (bdq) e n—7 (tpy)
501/3,87 ¢ drn(Ru)—n"(bdq) e dn(Ruh)— 7" (tpy)
271/4,19 ¢ n—n (bd) e t—7 (tpy)
278/4,16 n—n (bd) e t—7 (tpy)
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 . N
312/4,20 ¢ n—n (bd) e n—7 (tpy)
497/4,08 © dn(Ruh)—7n"(bd) e dn(Ru)— 7' (tpy)

Fonte: Autora.

aPDados obtidos em meio de HC1 0,1 mol L.
"Dados obtidos em meio de NaOH 0,1 mol L.
‘Dados obtidos em meio aquoso.
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Os  espectros  eletronicos  obtidos  para  os  nitrosilos  complexos,
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3 e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PF¢)s, para os nitro complexos,
[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]JPFs e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, e para os aqua complexos,
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 € [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFe)2, sao apresentados nas Figuras 39, 40,
41, 42, 43 e 44 respectivamente.

Figura 39 — Espectro eletronico para o complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs); a 16,4 pmol L
em HC1 0,1 mol L.
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Fonte: Autora.
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Figura 40 — Espectro eletronico para o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 a 16,4 umol L em
HC10,1 mol L.

030
0,254

S 020-

&

«<

2 0,151

@]

S

< 0.,10-
0,054

300 400 500 600 700 80C
Comprimento de Onda (nm)

Fonte: Autora.

Figura 41 — Espectro eletronico para o complexo [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs a 16,4 umol L' em
NaOH 0,1 mol L.
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Figura 42 — Espectro eletronico para o complexo [Ru(NO:)(bd)(tpy)]PFs a 16,4 umol L' em
NaOH 0,1 mol L.
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Figura 43 — Espectro eletronico para o complexo [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 a 16,4 pmol L

em meio aquoso.
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Figura 44 — Espectro eletronico para o complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 a 16,4 pmol L em

meio aquoso.
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O espectro eletronico para o complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s (Figura 39) apresenta
absor¢des em 321, 356 ¢ 500 nm. A banda em 321 nm ¢ atribuida a uma transicdo de TCML,
devido a transigdo do tipo dn(Ru')—n"(bdq e tpy). O ombro em 356 nm é caracterizado pela
transicio de TCML, do tipo dn(Ru'')—nr"(bdq e NO™). J4 a banda de baixa absor¢do em 500 nm
¢ descrita como transi¢des de TCML, do tipo dn(Ru")—n"(bdq e tpy) (de LIMA et al., 2006).

Para o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PF¢); (Figura 40), o espectro eletronico exibe
absor¢cdes em 285, 304, 328 e 444 nm, as quais foram caracterizadas baseando-se nas
atribuicdes para o complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s. As bandas em 285 e 304 nm sdo
atribuidas a transi¢des IL, devido as transi¢cdes do tipo m—n" dos ligantes bd e tpy. O ombro
em 328 nm ¢ caracterizado como uma transi¢do de TCML, do tipo dn(Ru")—n"(NO"). J4 a
banda de baixa absor¢do em 444 nm ¢ descrita como transicoes de TCML, do tipo
drn(Ru)—r’(bd e tpy).

O espectro eletronico para o complexo [Ru(NO»)(bdq)(tpy)]PFs (Figura 41) apresenta
absorcoes em 271, 281, 310, 326 e 512, enquanto aquele para o complexo
[Ru(NO>)(bd)(tpy)]PFs (Figura 42) exibe absor¢des em 270, 280, 308, 326 ¢ 504 nm. Tais
transicdes eletronicas foram caracterizadas baseando-se nas atribuicdes para sistemas
semelhantes descritos na literatura (SILVA et al., 2018; FREEDMAN, et al., 2006;
CALLAHAN & MEYER, 1977).
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Para o complexo [Ru(NOz)(bdq)(tpy)]PFs, as bandas em 271, 281 e 310 nm sdo
atribuidas a transi¢des IL, devido as transi¢des do tipo m—n" dos ligantes bdq e tpy. A banda
em 326 nm ¢é caracterizada pela transi¢do de TCML, do tipo dn(Ru'")—r"(bdq). Além disso, a
banda em 326 nm tem contribui¢do de transi¢des IL, devido a transi¢o do tipo n—n" do ligante
NO;y (de LEO & FORD, 2000). Ja a banda em 512 nm ¢ descrita como transi¢oes de TCML,
do tipo dn(Ru)—n"(bdq, tpy e NOy).

As bandas em 270, 280 e 308 nm, para o complexo [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, sdo
atribuidas a transi¢des IL, devido as transi¢des do tipo m—n" dos ligantes bd e tpy. A banda em
326 nm ¢ caracterizada pela transi¢io de TCML, do tipo dn(Ru)—n"(bd) e pela contribuigio
de transi¢des IL, do tipo n—n" do ligante NO». J4 a banda em 504 nm ¢ descrita como
transi¢des de TCML, do tipo dm(Ru')—n"(bd, tpy e NOy).

A diferenca entre os valores de energia das bandas de TCML do tipo drn(Ru")—n"(NO™)
e dn(Ru—n"(NO,") obtidos para os complexos estd relacionada ao carater m-receptor dos
ligantes NO™ € NO2". O ligante NO" apresenta um maior carater n-receptor, se comparado ao
ligante NO>". Assim, pode-se concluir que a retrodoagao para os nitrosilos complexos ¢ maior,
se comparada aquela para os nitro complexos e, consequentemente, a energia da transicao
dn(Ru)—n"(NO") é maior que para a transi¢io dn(Ru")—n"(NO2) (PAVAN et al., 2012).

O espectro eletronico para o complexo para o complexo [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2
(Figura 43), apresenta absorgdes em 272, 312 e 501 nm, enquanto aquele para o complexo
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFe)> (Figura 44) exibe absor¢cdes em 271, 278, 312 e 497 nm. Tais
transicdes eletronicas foram caracterizadas baseando-se nas atribuicdes para sistemas
semelhantes descritos na literatura (JAKUBIKOVA et al., 2009).

Para o complexo [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2, as bandas em 272 e 312 nm sao atribuidas
a transigdes IL, devido as transi¢des do tipo m—n dos ligantes bdq e tpy. J4 a banda em 500
nm ¢é descrita como transi¢cdes de TCML, do tipo dn(Ru)—n"(bdq e tpy).

As bandas em 271 e 312 nm e o ombro em 278 nm, para o complexo
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, sdo atribuidos a transi¢des IL, devido as transi¢des do tipo m—m"
dos ligantes bd e tpy. J4 a banda em 497 nm ¢ descrita como transi¢cdes de TCML, do tipo
drn(Ru)—r’(bd e tpy).
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4.1.6. Analises Condutimétricas e Determina¢oes da Solubilidade e dos

Coeficientes de Particiao (log P)

As analises para a determinacao da condutividade molar (A,,) foram realizadas com o
objetivo de corroborar com a caracterizacdo e elucidagdo das estruturas quimicas do complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s, [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs,
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, enquanto as
analises para a determinagdo da solubilidade e do coeficiente de particio (log P) foram
realizadas, considerando-se que as interacdes entre a albumina sérica humana (ASH) e os
complexos serdo avaliadas em condigdes fisioldgicas (pH = 7,40).

Os resultados obtidos para os complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF)s,
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs,
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores de condutividade molar (A.), de solubilidade e de coeficiente de particao
(log P) para os complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s, [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFé)s,
[Ru(NO:2)(bdq)(tpy)]PFs, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFé)2.

Condutividade Solubilidade

Complexo log P
(S cm? mol?) (ug mL)
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)3 133,20%/350,00° 718,02°¢ -1,70¢
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 508,20%/570,00° 398,73 -0,11
[Ru(NOz)(bdq)(tpy)]PFs 167,30° 408,05 -1,47
[Ru(NOz)(bd)(tpy)]PFs 130,807 179,30 -0,29
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 273,607 181,01 -1,35
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 201,40? 171,97 0,17
*Dados obtidos em ACN.

®Dados obtidos em meio aquoso (BESSAS et al., 2021).
‘MARQUELE-OLIVEIRA et al., 2010.

A partir dos resultados de A, obtidos em acetonitrila (ACN), € possivel concluir que os
complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs € [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs sao
eletrolitos do tipo 1:1, os complexos [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)> e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2
sdo eletrolitos do tipo 2:1 e o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PF¢)3 € um eletrélito do tipo 3:1
(VELHO, 2006; GEARY, 1971). Esperar-se-ia que o complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3
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fosse um eletrolito do tipo 3:1, assim como o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PF¢);. Uma
justificativa seria a possibilidade da labilizagdo do ligante NO' e, consequentemente, a
coordenagao do solvente utilizado, neste caso, ACN. Contudo, conforme descrito por BESSAS
e colaboradores (2021), os resultados de A, obtidos em meio aquoso para os nitrosilos
complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)3 e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs); demonstram que ambos o0s
complexos sdo eletrolitos do tipo 3:1 (VELHO, 2006; GEARY, 1971).

Por meio dos resultados de solubilidade obtidos em agua, ¢ possivel constatar que os
complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2
apresentam maior solubilidade em meio aquoso, se comparado aos complexos
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2. A diferenca
entre os valores de solubilidade obtidos para os complexos estd diretamente relacionada a
diferenga estrutural entre os co-ligantes acido 3,4-diaminobenzoico (bdq) e o-fenilenodiamina
(bd), sendo que o co-ligante bdq apresenta um grupo carboxila ((COOH). Possivelmente, a
presenca do grupo —COOH possibilite a interacdo intermolecular entre moléculas de agua e os
complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2
via liga¢des de hidrogénio e os complexos em questdo exibem maior solubilidade em meio
aquoso. Além disso, os nitrosilos complexos apresentam maior solubilidade, se comparados aos
respectivos nitro complexos, uma vez que os nitrosilos complexos exibem carga 3+, enquanto
os nitro complexos exibem carga 1+.

Considerando-se os resultados de log P obtidos, ¢ possivel inferir que os complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 sdo mais
hidrofilicos, se comparados aos complexos [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO>)(bd)(tpy)]PFs €
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2. Novamente, a diferenca entre os valores de log P obtidos para os
complexos esta relacionada a diferenga estrutural entre os co-ligantes bdq e bd. Valores
negativos de log P refletem a maior afinidade do complexo pela 4gua, enquanto valores
positivos refletem a maior preferéncia pela fase organica, neste caso, 1-octanol. Assim, como
os complexos [Ru(bd)(tpy)(NO)](PF¢)s3, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)>
também apresentam valores de log P negativos, sdo considerados, também, hidrofilicos
(ANDRES et al., 2015; da SILVA et al., 2020). Outra anélise importante a ser feita é sobre os
resultados de log P para os ligantes bdq e bd, em suas formas livres. Conforme descrito pelo
National Center for Biotechnology Information, os resultados de log P para os ligantes bdq e
bd livres sdo de 0,13 e 0,15, respectivamente. Entdo, € possivel concluir que ambas as espécies,
em suas formas livres, exibem maior afinidade pela fase organica. No entanto, quando

complexados ao ion metalico, Ru', observa-se que o ligante bdq propicia um carater mais
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hidrofilico aos fons complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)]**, [Ru(NO:)(bdq)(tpy)]" e
[Ru(H20)(bdq)(tpy)]*", enquanto o ligante bd proporciona um carater menos hidrofilico aos

ions complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)]**, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]" e [Ru(H20)(bd)(tpy)]*".
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4.2. Avaliacao das Interacoes entre a ASH e os Complexos Terpiridina de Ruténio(II)

Doadores de Oxido Nitrico (NO)

4.2.1. Avaliacio das Interacdes entre a ASH e os Complexos Terpiridina de
Ruténio(IT) Doadores de Oxido Nitrico (NO) via Espectroscopia na Regido do
UV/Visivel

A avaliagdo das interagdes entre a ASH e potenciais pro-farmacos inorganicos sao
parametros de suma importancia farmacoldgica, pois a interacdo entre tais espécies pode
ocasionar alteragdes estruturais da proteina e, consequentemente, modificacdes de suas fungdes
fisiolégicas. Em alguns casos, além das alteracdes estruturais da proteina, podem haver
modificagdes dos comportamentos farmacodindmicos ou, até mesmo, a inativacao dos
potenciais pro-farmacos (RANJBAR et al., 2013; MOREIRA et al., 2015; XU et al., 2017,
TEKADE, 2019).

Assim, com o proposito de avaliar as interagdes entre a ASH e os complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s,  [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s,  [Ru(NO2)(bdq)(tpy)IPFs e
[Ru(NOz)(bd)(tpy)]PFs, inicialmente, utilizou-se a técnica de espectroscopia na regido do
UV/Visivel. Os espectros de absor¢ao na regido do UV/Visivel obtidos para a ASH em presenga

dos nitrosilos complexos e dos nitro complexos sdo apresentados na Figura 45.
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Figura 45 — Espectros de absor¢do na regido do UV/Vis. para a ASH e os complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s (a), [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs); (b), [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs (c) ¢
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs (d), em PBS (pH = 7,4) a 308 K durante 24 h. [ASH] = 1,0 umol L!
(-); [Complexo] = 0-16,4 umol L [1,0 (—); 1,7 (-); 2,3 ( ); 3,3 (-); 5,0 (7); 6,6 ( ); 8,3 ();
9,9 (—); 11,5 (-); 13,2 (-); 14,8 (—); 16,4 pmol L™ (-)].
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Fonte: Autora.

O espectro de absor¢do na regido do UV/Visivel para a ASH em auséncia dos complexos
apresenta uma banda de absorciio em 280 nm (£280nm=35700 M cm™), atribuida a uma
transicdo IL, as transi¢des do tipo m—7" dos aminoacidos aromaticos tirosina (Tyr), triptofano
(Trp) e fenilalanina (Phe) (YUE et al., 2009; RANJBAR et al., 2013). Ja os espectros de
absor¢do para a ASH em presenga de diferentes concentragdes dos complexos exibem bandas
de absorcao caracteristicas dos complexos.

Assim, analisando-se os espectros de absor¢ao para a ASH em presenca de diferentes
concentragdes dos complexos, conclui-se que ndo ha alteragdes nos perfis espectrais apds a
adi¢do dos complexos, como o deslocamento das bandas para maiores comprimentos de onda

(efeito batocromico) ou para menores comprimentos de onda (efeito hipsocromico). Conforme
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descrito por TANG e colaboradores (2006), SHI e colaboradores (2007) e CHENG e
colaboradores (2009), quando h4 alteragdes nos perfis espectrais, constata-se que as espécies
interagem entre si. Entdo, verifica-se que apenas os resultados obtidos via técnica de
UV/Visivel sdo insuficientes para inferir se ha ou ndo a interag@o entre a ASH e os complexos.

Portanto, com a finalidade de avaliar as interagdes entre a ASH e os complexos

[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s, [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e
[Ru(NO»)(bd)(tpy)]PFs, utilizou-se a técnica de espectroscopia na regido do IV.

4.2.2. Avaliacdo das Interacdes entre a ASH e os Complexos Terpiridina de
Ruténio(IT) Doadores de Oxido Nitrico (NO) via Espectroscopia na Regido do
v

A ASH apresenta estiramentos em 1650, 1550 e 1300 cm™!, caracteristicos dos trés
diferentes modos vibracionais das amidas (Figura 46). O estiramento em 1650 cm™ ¢ atribuido
ao estiramento de deformagdo axial da ligagdo C=O da amida, sendo este modo denominado
amida I. O estiramento em 1550 cm™ caracterizado pelo estiramento de deformagao angular da
ligagdo CN-N-H da amida, sendo este modo denominado amida II. Ja o estiramento em 1300
cm’! descrito pelo estiramento da ligagdo C=N, sendo este modo denominado amida III

(USOLTSEYV et al., 2019).

Figura 46 — Modos vibracionais das amidas I (a), II (b) e III (¢).

\CN O\C—N—b O\C—N—>

H H H_ >
(a) (b) ©)
Fonte: Adaptado de <http:/www2.chem.uic.edu/tak/Chem34412/Notes%2014c-12(Vibra.%20Spec-
Bi0%20Appl).pdf>.

Assim, com o intuito de avaliar as interagdes entre a ASH e os complexos

[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s,  [Ru(bd)(tpy)(NO)I(PFs)s,  [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e

[Ru(NO»)(bd)(tpy)]PFs, analisando-se, mais especificamente, possiveis alteragdes nos

estiramentos vibracionais atribuidos a ASH, utilizou-se a técnica de IV. Os espectros
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vibracionais obtidos para a ASH em presenga dos nitrosilos complexos,

[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)3 e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, sdo apresentados na Figura 47.

Figura 47 — Espectros vibracionais na regiao do IV para a ASH em auséncia (—) e em presenca
dos complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s3 (—) e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PF¢)s3 ( ).
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Fonte: Autora.

O espectro vibracional obtido para a ASH em auséncia dos complexos exibe
estiramentos em 1656 e 1549 cm’!, atribuidos ao estiramento de deformagio axial da ligagio
C=0 da amida I e ao estiramento de deformacdo angular da ligagdo CN-N-H da amida II,
respectivamente. O estiramento da ligagdo C=N da amida Il ndo foi observado devido a
sensibilidade do mesmo na regido do IV, que ¢ menor, se comparada aquelas para os
estiramentos das amidas [ e Il (MALLAMACE et al., 2015). A banda atribuida a amida I esta
diretamente relacionada a estrutura secundaria da ASH (BYLER & SUSI, 1986). Assim,
alteracdes na regido da amida I s3o devido a mudangas conformacionais na estrutura secundaria
da ASH, mais especificamente nas a-hélices da proteina. A banda caracterizada pela amida II,
por sua vez, ndo apresenta tanta sensibilidade relacionada a estrutura secundaria da ASH, se
comparada a amida [ (BECKFORD et al., 2016).

Em  presenca dos nitrosilos complexos, [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs); e
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, 0s espectros vibracionais obtidos para a ASH apresentam altera¢des
tanto no estiramento atribuido a amida I, quanto no estiramento caracterizado pela amida I1. No

caso do complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s, houve os deslocamentos de 1656 cm™' para
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1654 cm! (Av =2 cm™) e de 1549 cm™ para 1547 cm™ (Av =2 cm™). No caso do complexo
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 houve os deslocamentos de 1656 cm™ para 1650 cm™ (Av=6 cm™) e
de 1549 cm! para 1544 cm™ (Av=>5 cm™).

Os espectros vibracionais obtidos para a ASH em presenga dos nitro complexos,

[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, sdo apresentados na Figura 48.

Figura 48 — Espectros vibracionais na regido do IV para a ASH em auséncia (—) e em presenca

dos complexos [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs (—) € [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs ( ).
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Fonte: Autora.

Em presenca dos nitro complexos [Ru(NOz)(bdq)(tpy)]PFs € [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, 0s
espectros vibracionais obtidos para a ASH também apresentam alteracdes, tanto no estiramento
atribuido a amida I, quanto no estiramento caracterizado pela amida II. No caso do complexo
[Ru(NO,)(bdq)(tpy)]PFs houve os deslocamentos de 1656 cm™! para 1647 cm™ (Av=9 cm™) e
de 1549 cm™ para 1552 cm™ (Av=3 cm™). No caso do complexo [Ru(NO,)(bd)(tpy)]PFs houve

I ¢ 0 deslocamento do estiramento de

o desaparecimento do estiramento em 1656 cm’
1549 cm™, para 1542 cm™ (Av=7 cm™). Quando h4 o desaparecimento do estiramento atribuido
a amida I, seria um indicativo de que ha a perda da estrutura de a-hélice da ASH (BYLER &
SUSI, 1986).

Tais alteragcdes nos perfis espectrais da ASH em presenca dos complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s,  [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s,  [Ru(NO2)(bdq)(tpy)IPFs e

[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs sdo devido a mudangas conformacionais na estrutura secundaria da
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ASH, mais especificamente nas a-hélices da proteina. Assim, como foram observadas
alteragdes nos perfis espectrais apos a adicao dos complexos, tem-se um indicativo de que hé a

interacao entre a ASH e os mesmos (HUANG et al., 2016).

4.2.3. Avaliacdo das Interacdes entre a ASH e os Complexos Terpiridina de
Ruténio(Il) Doadores de Oxido Nitrico (NO) via Espectroscopia de

Fluorescéncia

A ASH, quando excitada em 280 nm, apresenta uma banda de emissdo em 335 nm,
caracteristica da fluorescéncia intrinseca aos residuos de aminoacidos aromaticos tirosina (Tyr),
triptofano (Trp) e fenilalanina (Phe), sendo que a emissdo para o residuo de Trp-214 ¢ a mais
significativa (PETERS JR., 1995; NAVEENRAJ & ANANDAN, 2013).

Assim, com a finalidade de avaliar as interacdes entre a ASH e os complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s,  [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s,  [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, utilizou-se a técnica de espectroscopia de fluorescéncia, a fim de
analisar-se, mais especificamente, a supressdo de fluorescéncia da ASH induzida pelos
complexos. Os espectros de supressdo de fluorescéncia obtidos para a ASH em presenga dos

nitrosilos complexos e dos nitro complexos sao apresentados na Figura 49.
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Figura 49 — Espectros de supressdo de fluorescéncia da ASH em presenca dos complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s (a), [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s (b), [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs (c) e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs (d), em PBS (pH = 7,4) a 308 K durante 24 h. Aexe = 280 nm. Janelas
de excitagio/emissdo: 5/20 nm. [ASH] = 1,0 pmol L' (); [Complexo] = 0-16,4 umol L' [1,0
() L7323 ();33();50 ()66 (); 83(); 99 () 11,5 (7); 13,2 (); 148 (-);
16,4 umol L (-)].
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Fonte: Autora.

Os espectros de emissdo para a ASH em presenca de diferentes concentragdes dos
nitrosilos complexos, [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢); (Figura 49 (a)) e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3
(Figura 49 (b)), apresentam méaximos de emissdo em 335 nm, contudo com menores valores de
intensidade de fluorescéncia. Os espectros de emissdo para a ASH em presenca de diferentes
concentragdes dos nitro complexos, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs (Figura 49 (c¢)) e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs (Figura 49 (d)), exibem deslocamentos dos maximos de emissdo, de
335 nm para 342 nm, para o complexo [Ru(NOz)(bdq)(tpy)]PFs, € para 340 nm, para o
complexo [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, além de menores valores de intensidade de fluorescéncia, se

comparados aquele em auséncia dos complexos. A diminuicdo das intensidades de
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fluorescéncia da ASH ¢é devido a mudangas conformacionais nos microambientes proteicos
proximos aos residuos de aminodcidos aromaticos. Assim, conclui-se que ha a interacdo entre
a ASH e os complexos (XIE ef al., 2021).

Entdo, considerando-se que ha a interagdo entre a ASH e os complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)I(PFe)s,  [Ru(bd)(tpy)NO)(PFe)s,  [Ru(NO2)(bdq)(tpy)IPFs e
[Ru(NO)(bd)(tpy)]PFs, com a finalidade de obter-se parametros de tais interagdes, utilizou-se
dos espectros de supressdo de fluorescéncia obtidos e de alguns tratamentos matematicos
(LAKOWICZ, 2006), determinando-se, portanto, os mecanismos de supressio de
fluorescéncia, as constantes de associagdo e o nimero de sitios de ligacdo e, ainda, os

parametros termodinamicos de tais interagdes.

4.2.3.1. Determinac¢io dos Mecanismos de Supressio de Fluorescéncia

A avaliagdo dos mecanismos de supressdo de fluorescéncia da ASH em presenga dos
nitrosilos complexos, [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3 e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 e os nitro
complexos, [Ru(NOz)(bdq)(tpy)]|PFs e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, €é de extrema relevancia, uma
vez que as espécies podem interagir, basicamente, via dois mecanismos, sendo estes o

mecanismo estatico e o mecanismo dinamico (Figura 50).

Figura 50 — Representacdo ilustrativa dos possiveis mecanismos de interagdo entre a ASH e o

supressor (S).

@@ O

Mecanismo Estdtico Mecanismeo Dindmico

Fonte: Autora.

Quando ha a interacdo entre duas espécies via mecanismo estitico (ou também

denominado processo de supressdo estatica da fluorescéncia), ha a colisdo entre o fluoréforo e
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o supressor no estado fundamental, ocasionando a formagao de um complexo ndo fluorescente.
J& quando hé a interagdo entre duas espécies via mecanismo dindmico (ou também denominado
processo de supressao dinamico da fluorescéncia), hé a colisdo entre o fluoroforo e o supressor
no estado excitado, provocando a formagao de um complexo nao fluorescente, o qual retorna
ao estado fundamental, consequentemente, sem fluorescéncia (LAKOWICZ, 2006).

A distingdo entre os mecanismos como estatico ou dindmico se dé através da andlise da
Constante de Stern-Volmer (Ksv), a depender da temperatura. Quando hé a interacao entre duas
espécies via mecanismo estatico, a elevagdo da temperatura reduz a estabilidade do complexo
formado e, consequentemente, ha a diminui¢do do valor de Ksv. Ja quando hé a interacdo entre
duas espécies via mecanismo dinamico, a elevagdo da temperatura diminui a viscosidade do
meio, propiciando a difusdao do supressor em direcdo ao fluordforo no estado excitado e,
consequentemente, hd o aumento do valor de Ksyv (LAKOWICZ, 2006).

Os valores de Ksy foram obtidos utilizando-se a Equagdo 5 (Equacao de Stern-Volmer),

Fo/F =1+ kg1o[Q] = 1 + Kgy[Q] (5)

em que Fo e F sdo as intensidades relativas de fluorescéncia da ASH em auséncia e em presenga
dos complexos, respectivamente; kq ¢ a constante de velocidade bimolecular de supressao; to €
o tempo de vida de fluorescéncia médio da ASH em auséncia dos complexos (107 s); [Q] é a
concentragdo dos complexos; e Ksv € a constante de Stern-Volmer, resultado do produto kqto
(LAKOWICZ, 2006).

Os valores de Fo e F foram corrigidos, considerando-se o Efeito do Filtro Interno (EFT),
utilizando-se as Equagdes 6 (LAKOWICZ, 2006) e 7 (PARKER & BARNES, 1957; apud
PANIGRAHI & MISHRA, 2019).

AeXC+Aem
Feor= For x 100°7) ©)
Lo 23AL L 235A, -
or s X T —aAa__ N
Cor O T g Aee 1- 10

em que Fcor € Fobs sdo as intensidades de fluorescéncia corrigidas e observadas,
respectivamente; Aexc € Aem 30 as absorbancias nos comprimentos de onda de excitacao (neste

caso, em 280 nm) e de emissdo (neste caso, em 335 nm), respectivamente; d é o caminho dptico
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da cubeta (1,000 cm); g € a distancia entre a borda do feixe de excitacdo e a borda da cubeta
(0,40 cm); e s € a espessura do feixe de excitagdo (0,10 cm) (PARKER & BARNES, 1957; apud
PANIGRAHI & MISHRA, 2019; LAKOWICZ, 2006).

Os graficos de Fo/F em fung¢do da concentragdo do complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s,
considerando-se os valores de Fo e F corrigidos utilizando-se as Equacdes 6 e 7, sdo

apresentados na Figura 51.

Figura 51 — Graficos de Stern-Volmer sobre as interacdes entre a ASH e o complexo

[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)3 considerando-se diferentes tipos de corre¢des para os valores de

FObs-
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Fonte: Autora.

Analisando-se os graficos de Fo/F em funcdo da concentracio do complexo
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢); e comparando-se os perfis lineares obtidos, observa-se que, para
concentragdes de complexo menores que 6,6 pmol L™, ndo ha diferengas significativas entre os
valores de Fo e F corrigidos utilizando-se as diferentes equagdes. Entretanto, para concentragdes
de complexo maiores que 6,6 pmol L', ha diferengas entre os valores de Fo e F corrigidos,
sendo os valores obtidos utilizando-se a Equag¢do 7 maiores, se comparados aqueles obtidos
utilizando-se a Equacgéo 6.

A Equagdo 6, descrita por Lakowicz (2006), é amplamente utilizada para a corre¢do dos
valores de intensidade de fluorescéncia — considerando-se o Efeito do Filtro Interno (EFI) —em
estudos de supressdo de fluorescéncia, os quais utilizam os tratamentos matematicos de Stern-
Volmer. Contudo, nesses estudos, € possivel concluir que elevadas concentragdes de supressor,
neste caso, de complexos, ocasionam um desvio da linearidade da razdo Fo/F. Entretanto,
utilizando-se a Equa¢do 7, reportada por PARKER & BARNES (1957), € possivel constatar

que elevados valores de absorbancia proporcionam o aumento do fator de corregdo (R?),
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conforme observado analisando-se a Figura 51 (PANIGRAHI & MISHRA, 2019). Assim,
prosseguiu-se com a corre¢do dos valores de Fo e F utilizando-se, somente, a Equacao 7.

Os valores de Fo e F utilizados fazem referéncia aos resultados obtidos apds 24 h de
interacao entre a ASH e os complexos, considerando-se que estudos prévios indicaram o
aumento dos valores de Ksv e de R? apds 24 h de interacio, se comparados aqueles obtidos apds
alguns minutos de interacdo (Tabela 21 — ANEXO). Entdo, os parametros de tais interagdes
foram calculados utilizando-se, somente, os resultados de 24 h de intera¢dao entre a ASH e os
complexos.

Os graficos de Fo/F em funcdo da concentragdo dos complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)3,  [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s,  [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs ¢
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs sdo apresentados na Figura 52.
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Figura 52 — Gréficos de Stern-Volmer sobre as interacdes entre a ASH e os complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s (a), [Ru(bd)(tpy)(NO)I(PFe)s (b), [Ru(NO2)(bdq)(tpy)IPFs (¢) e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs (d) em PBS (pH =7,4) a 298 K (®), 303 K (A ) e 308 K (m) durante 24

h. Aexe = 280 nm. Janelas de excitacao/emissao: 5/20 nm.
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Fonte: Autora.

[RubdgNO] = Concentragcdo do complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s;
[RubdNO] = Concentragdo do complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s;
[RubdgNO:>] = Concentragao do complexo [Ru(NO»)(bdq)(tpy)]PFs;
[RubdNO,] = Concentragcdo do complexo [Ru(NO,)(bd)(tpy)]PFe.

Os graficos exibem perfis lineares e, portanto, utilizando-se de regressdes lineares,
foram calculados os valores de Ksv para os sistemas ASH—[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFé)s,
ASH—[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, ASH-[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e
ASH-[Ru(NO?)(bd)(tpy)]PFs em diferentes temperaturas, apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Constantes de Stern-Volmer (Ksv) ¢ constantes de velocidade bimolecular de
supressao (ky) para 0s ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s,
ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFé)3, ASH-[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e
ASH-[Ru(NO>)(bd)(tpy)]PFs em diferentes temperaturas durante 24 h de interacao.

sistemas

Sistema TK) Ksv(x10)M?')  kq(x102M!sT) R?

298 0,397 £ 0,007 0,397 £ 0,007 0,8176

ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)|(PFe)s 303 1,360 % 0,205 1,360£0,205  0,9521
308 2,156 +£0,022 2,156 +£ 0,022 0,9685

298 2,036 +£ 0,145 2,036 +£ 0,145 0,9813

ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s 303 2,763 +0,019 2,763 +£0,019  0,9726
308 3,506 £ 0,195 3,506 £ 0,195 0,9639

298 1,485 £ 0,007 1,485 + 0,007 0,9889

ASH-[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs 303 1,504 0,261 1,504+0261  0,9875
308 1,891 £ 0,259 1,891 £ 0,259 0,9612

298 1,217 £ 0,022 1,217 £0,022 0,9768

ASH-[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs 303 1,565 + 0,140 1,565+0,140  0,9749
308 1,673 £0,118 1,673 £0,118 0,9931

Fonte: Autora.

Dados expressos como média + desvio padrdo de experimentos realizados em duplicata.
R? ¢ o coeficiente de correlagdo para os valores de Ksy.

Os valores de Ksv calculados para os sistemas ASH—[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s,
ASH-[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs

ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s3,

€

ASH-[Ru(NOy)(bd)(tpy)]PFs tendem a aumentar, com a elevacdo da temperatura. Tal
tendéncia seria um indicativo de que a interagcdo entre a ASH e os complexos se dé via
mecanismo dindmico. Porém, os valores de kq calculados apresentam ordem de grandeza de
10'2, sendo estes superiores a taxa maxima de difusdo constante da ASH, de 5x10° M s
(LAKOWICZ, 2006; CACITA & NIKOLAOQU, 2016), o que seria um indicativo de que a
interacdo entre a ASH e os complexos se dé via mecanismo estatico.

A distingdo exata entre 0os mecanismos como estatico ou dinamico se da através da
analise de fluorescéncia resolvida no tempo da ASH em auséncia e presenca dos complexos.
Quando ha a interacdo entre duas espécies via mecanismo estatico, ha a colisdo entre o
fluoroforo e o supressor no estado fundamental. Neste caso, a fragdo do fluordéforo que ndo esta

complexada ndo € perturbada, uma vez que a interagdo entre as espécies se dd no estado

fundamental e, assim, os valores de tempo de vida de fluorescéncia da ASH no estado excitado
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em auséncia e presenga do supressor sdo equivalentes entre si. J4 quando hé a interacdo entre
duas espécies via mecanismo dindmico, hé a colisdo entre o fluor6éforo e o supressor no estado
excitado. Neste outro caso, todavia, a fragdo do fluoroforo que nao estd complexada ¢
perturbada, uma vez que a interagdo entre as espécies se da no estado excitado e, entdo, os
valores de tempo de vida de fluorescéncia da ASH no estado excitado em presenca do supressor
sdo inferiores, se comparados aqueles em auséncia do mesmo (LAKOWICZ, 2006; CHILOM
etal., 2018).

As analises de fluorescéncia resolvida no tempo da ASH em auséncia e em presenga dos
nitrosilos complexos, [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs); e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 e dos nitro
complexos, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs € [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, foram realizadas e os valores
de tempo de vida de fluorescéncia obtidos sdo apresentados nas Tabelas 7, 8, 9 e 10,

respectivamente.

Tabela 7 — Tempo de vida de fluorescéncia da ASH em fun¢@o da concentragdo do complexo
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s.
[Complexo] Tl T2 13 Al A2 A3 <>

T (K)
(mol L) (ns) () (ms) (%) (%) (%) (ns)
- 6,41 248 038 5553 3959 488 4,56
298 6,6 637 2,60 059 5248 3958 794 442
16,4 6,60 2,69 061 4865 41,13 1022 4,38
- 628 245 039 5271 4180 549 4,35
308 6,6 648 2,67 0,64 4803 41,69 1029 4,29
16,4 638 2,65 061 4990 4129 881 3,77

Fonte: Autora.
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Tabela 8 — Tempo de vida de fluorescéncia da ASH em fun¢ao da concentragdo do complexo
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PF)s.
[Complexo] i | T2 73 Al A2 A3 <t>

T (K)
(mol L) (ns)  (ms) (ns) (%) (%) (%) (ns)
- 6,41 248 038 5553 3959 488 4,56
298 6,6 6,00 244 061 52,67 3858 875 4,15
16,4 592 230 057 5322 3745 933 4,06
- 6,28 245 039 5271 41,80 549 4,35
308 6,6 599 2,51 0,65 49,01 41,02 996 4,02
16,4 592 238 062 5056 3918 1026 3,98

Fonte: Autora.

Tabela 9 — Tempo de vida de fluorescéncia da ASH em fun¢do da concentragdao do complexo
[Ru(NOz)(bdq)(tpy)]PFe.
[Complexo] Tl 12 13 Al A2 A3 <t>

T (K)
(pmol L) (ns) (ms) (ms) (%) (%) (%) (n9)
- 641 248 038 5553 3959 488 4,56
298 6,6 630 2,61 063 5148 3933 919 433
16,4 6,06 252 0,63 52,58 3827 9,14 4,21
- 6,28 245 039 5271 41,80 549 435
308 6,6 621 256 061 51,01 40,11 887 4,25
16,4 583 235 060 5373 37,68 858 4,07

Fonte: Autora.

Tabela 10 — Tempo de vida de fluorescéncia da ASH em fung¢do da concentragdo do complexo
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFe.
[Complexo] Tl T2 13 Al A2 A3 <>

T (K)
(umol L) (ns) () (ns) (%) (%) (%) (ns)
- 6,41 248 038 5553 39,59 488 4,56
298 6,6 6,10 2,54 063 5547 36,74 779 4,36
16,4 6,24 2,60 064 50,50 39,74 9,77 4,24
- 6,28 245 039 5271 4180 549 435
308 6,6 6,19 259 063 51,71 3932 797 4,27
16,4 6,09 2,553 064 5048 3999 953 4,14

Fonte: Autora.
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Os valores de tempo de vida de fluorescéncia para os sistemas
ASH—[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFé)3, ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3,
ASH-[Ru(NO>)(bdq)(tpy)]PFs ¢ ASH—[Ru(NO,)(bd)(tpy)]PFs tendem a diminur, com a
elevagdo da concentragdo dos complexos, sustentando a afirmagdo de que a interagdo entre a

ASH e os complexos se dd via mecanismo dinamico.

4.2.3.2. Determinacao da Constante de Associacio (K.) e do Numero de Sitios

de Ligacao (n)

A avaliagdo da constante de associagdo (Ka) e, ainda, do numero de sitios de ligagdo (n)
entre a ASH e os nitrosilos complexos, [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3 € [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s e
os nitro complexos, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs € [Ru(NOz)(bd)(tpy)]PFs, é, também, de suma
importancia, uma vez que a afinidade entre a ASH e os complexos esta diretamente relacionada
a quao bem os mesmos serdo armazenados, difundidos, metabolizados e, finalmente, excretados
em condicdes fisiologicas.

A avaliacdo da afinidade entre as espécies se da através da analise dos valores de K, ¢
n, a depender da temperatura. Quando ha a interagdo entre duas espécies e os valores de K. e n
tendem a aumentar, com a elevagdo da temperatura, ha um aumento da estabilidade da espécie
formada. J4 quando h4 a interacdo entre duas espécies e os valores de K, e n tendem a diminuir,
com a elevacdo da temperatura, h4 uma redug¢do da estabilidade da espécie formada
(LAKOWICZ, 2006).

Os valores de K, e n foram obtidos utilizando-se a Equagao 8 (Equagao de Stern-Volmer

Modificada),

log{(Fo-F)/F} =logK, + nlog[Q] ®)

em que Fo e F sdo as intensidades relativas de fluorescéncia da ASH em auséncia e em presenca
dos complexos, respectivamente; K, € a constante de interacdo dos complexos com a ASH; n ¢
o numero de sitios de ligagdo ocupados pelos complexos na estrutura proteica; e [Q] ¢ a
concentracao dos complexos (LAKOWICZ, 2006).

Os graficos de log{(Fo-F)/F} em funcao do logaritmo da concentracdo dos complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s, [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)IPFs e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs sdo apresentados na Figura 53.



114

Figura 53 — Graficos de log{(Fo-F)/F} em funcdo de log [[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s] (a),
log [[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s] ~ (b),  log  [[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs]  (¢) e
log [[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs] (d) em PBS (pH = 7,4) a 298 K (e), 303 K (A) ¢ 308 K (m)
durante 24 h.
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Fonte: Autora.

[RubdgNO] = Concentragcdo do complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s3;
[RubdNO] = Concentragdo do complexo [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s;
[RubdgNO::] = Concentragdo do complexo [Ru(NO,)(bdq)(tpy)]|PFs;
[RubdNO,] = Concentragcdo do complexo [Ru(NO,)(bd)(tpy)]PFe.

Os graficos exibem perfis lineares e, portanto, utilizando-se de regressdes lineares,
foram calculados os valores de K. e n para os sistemas ASH—[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)3,
ASH—[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, ASH-[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e
ASH-[Ru(NOy)(bd)(tpy)]PFs em diferentes temperaturas, apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 — Constantes de associagdo (K,) € nimeros de sitios de ligagdo (n) para os sistemas
ASH—[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFé)s, ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3,
ASH-[Ru(NO»)(bdq)(tpy)]PFs ¢ ASH—[Ru(NO;)(bd)(tpy)]PFs em diferentes temperaturas
durante 24 h de interacao.
Sistema TK) Ka(x10°M7) n R?

298 0,833 £ 0,041 0,86  0,8902

ASH—-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3 303 1,452 + 0,640 0,80 0,9774

308 29,269 + 1,664 1,02  0,9741

298 27,533 +£5,784 1,04 09817

ASH—[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 303 21,372 £4,490 0,97 0,9739

308 5,281 £+ 1,046 0,83  0,9912

298 6,542 + 0,532 0,90 0,9978

ASH-[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs 303 5,033 +£ 0,653 0,93  0,9824

308 11,519 + 3,686 0,98 0,9743

298 0,439 + 0,057 0,71  0,9699

ASH-[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs 303 3,249 £ 2,020 0,84  0,9606

308 4,416 + 0,072 0,89  0,9885

Fonte: Autora.
Dados expressos como média + desvio padrdo de experimentos realizados em duplicata.
R? ¢ o coeficiente de correlagdo para os valores de K, € n.

Os valores de K. e n calculados para os sistemas ASH—[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s,
ASH-[Ru(NO»)(bdq)(tpy)]PFs ¢ ASH—[Ru(NO;)(bd)(tpy)]PFs tendem a aumentar, com a
elevacdo da temperatura, o que seria um indicativo de que a interagdo entre a ASH e os
complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs se
torne mais estavel, a depender da temperatura. Os valores calculados para o sistema
ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PF¢)3 tendem a diminuir, o que seria uma sugestao de que a interacao
entre a ASH e o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PF¢)3, contudo, se torne menos estavel, a
depender da temperatura.

Os valores de K, calculados apresentam ordem de grandeza entre 10° e 10%, sendo que
tais valores estdo em concordancia com os resultados reportados na literatura sobre avaliacdes
das interagdes entre a ASH e complexos de ruténio doadores de NO (da SILVA et al., 2018;
XIE et al., 2021). da SILVA e colaboradores (2018) avaliaram a interagdo entre a ASH e dois
clusters de ruténio do tipo [Ruz(u3-O)(u-OOCCH3)s(NO)(L)2]PFs (Figura 4) — em que

Li=4-acetylpiridina e Lo=4-terc-butilpiridina. Ambos os complexos apresentaram valores de K,
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com ordem de grandeza de 10°. XIE e colaboradores (2021) analisaram a intera¢io entre a ASH
e um complexo de ruténio doador de NO, do tipo [(CH3)sN][RuCl3(5cqn)(NO)] (Ru’-NO")
(Figura 12) — em que Scqn=5-cloro-8-quinolina. O complexo apresentou valor de K, com ordem
de grandeza de 10*. Outros resultados reportados na literatura sobre avaliagdes das interagdes
entre a ASH e complexos polipiridinicos de ruténio demonstram que tais complexos podem
apresentar valores de K, com ordem de grandeza de 10 ou, a depender dos co-ligantes presentes
na esfera de coordenacao do metal (os quais conferem ao complexo uma estrutura pseudo-
hexagonal, plana, rigida e hidrofobica), tais valores podem apresentar ordem de grandeza de
10" (MASNIKOSA et al., 2020).

Por meio dos valores de K, obtidos para a interagdo entre a ASH e os complexos
descritos no presente trabalho, € possivel observar que ha uma relagao direta entre as estruturas
dos complexos e aos modos de interagdo entre a ASH e os mesmos.

Em se tratando dos nitrosilos complexos, [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢); e
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, conclui-se que ha uma influéncia do co-ligante bdq no que se refere
a maior estabilidade da interagdo ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs¢); com a elevacdo da
temperatura, diferentemente  do  que ¢ observado para a  interagdo
ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PF¢)3. Conforme reportado por BESSAS e colaboradores (2021),
através de estudos via docking molecular, constatou-se que o complexo
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)3 interage, via ligacdes de hidrogénio e contato polar, com os residuos
de aminoacido de Ala-291 e Ser-192, sendo que o grupo carboxila (FCOOH) do ligante bdq
contribui com a interagdo com o residuo de Ser-192. Verificou-se, também, que o complexo
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs); interage com a ASH, sendo que o ligante terpiridina contribui com tal
interagao.

No que diz respeito aos nitro complexos, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, verificou-se que ha uma maior estabilidade para ambas as intera¢des
ASH-[Ru(NO»)(bdq)(tpy)]PFs e ASH-[Ru(NO»)(bd)(tpy)]PFs, sendo que os valores de K. para
o complexo [Ru(NOy)(bdq)(tpy)]PFs sdo maiores, se comparados aqueles para o complexo
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs. Provavelmente, assim conforme anteriormente descrito para os
nitrosilos complexos, hd uma influéncia do co-ligante bdq no que tange a maior estabilidade da
interagdo ASH—[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs.

Entao, pode-se inferir que os valores de K, para a interacao entre a ASH e os nitrosilos
e nitro complexos estdo mais relacionadas as contribui¢cdes dos co-ligantes bdq e bd, do que

aquelas para os ligantes NO" ¢ NO>".
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4.2.3.3. Determinacio dos Parimetros Termodinamicos

A avaliacdo dos parametros termodinamicos das interagdes entre a ASH e os nitrosilos
complexos, [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs); e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs);s e os nitro complexos,
[Ru(NO»)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(NO?)(bd)(tpy)]PFs, €, também, de extrema relevancia, uma vez
que se analisa a espontaneidade das interagdes ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s3,
ASH—[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, ASH-[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e
ASH-[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs e, ainda, investiga-se a natureza de tais interagdes, as quais
proporcionam a retengdo dos complexos no interior da ASH. As interagdes entre a ASH e os
complexos podem ser via interagdes eletrostaticas, hidrofobicas, van der Waals ou, ainda, via

ligagdes de hidrogénio (Figura 54) (ROSS & SUBRAMANIAN, 1981; LAKOWICZ, 2006).

Figura 54 — Representagao ilustrativa das possiveis interagdes entre a ASH e um ligante.

Interacao Interacao
Hidrofébica Eletrostatica
AG<0; AH>0; AG<0; AH=O0;
AS>0; AC,<0 AS>0

»
>

\4

Interaciao de van
der Waals/
Ligacao de
Hidrogénio

AG<0; AH<O0;
AS<0; AC,<0

Proteina  Ligante Proteina—Ligante Proteina—Ligante

(a) Espécies (b) Espécie (c) Espécie
hidratadas isoladas hidrofobicamente Proteina—Ligante
associada interagindo

Fonte: Adaptado de ROSS & SUBRAMANIAN (1981).

A distingdo entre os tipos de interagdo possiveis se da por meio da analise dos sinais dos
valores de variagdo de entalpia (AH) e variacdo de entropia (AS).

Os valores de AH e AS foram obtidos utilizando-se a Equacdo 9 (Equa¢do de Van’t
Hoft),

InK, = -(AH/RT) + (AS/R) (9)
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em que K, ¢ a constante de associagdo para a interagdo entre a ASH e os complexos; R ¢ a
constante dos gases ideais (R = 8,314 J mol™! K!); e T ¢ a temperatura em Kelvin (LAKOWICZ,
2006).

Os valores de AG foram obtidos utilizando-se a Equagao 10,

AG = AH - TAS (10)

em que T ¢ a temperatura em Kelvin.

Os valores das variagdes de entalpia (AH*), entropia (AS*) e energia livre de Gibbs
(AG*) de ativagdo calculados para os sistemas ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFé)s,
ASH—[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s, ASH-[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e
ASH-[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs sao apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Pardmetros termodindmicos para os sistemas ASH—[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3,

ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s, ASH-[Ru(NO»)(bdq)(tpy)]PFs e
ASH-[Ru(NO,)(bd)(tpy)]PFe.
Sistema T(K) AH?(kJmol!) AS*(Jmol!) AG*(kJ mol?!)
298 -15,96
ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)|(PFe)s 303 263 935 220,64
308 -25,31
298 -25,57
ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s 303 122 323 23,96
308 -22,34
298 -21,52
ASH-[Ru(NO»)(bdq)(tpy)]PFs 303 40 207 22,55
308 -23.,59
298 -15,80
ASH-[Ru(NO»)(bd)(tpy)]PFs 303 178 650 -19,05
308 -22,30

Fonte: Autora.

Os valores de AG* calculados para os sistemas ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s,
ASH—[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s, ASH-[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e
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ASH-[Ru(NO>)(bd)(tpy)]PFs sdo negativos. Assim, pode-se concluir que a interagdo entre a
ASH e os complexos ¢ espontanea.

Os valores de AH* ¢ AS* calculados para os sistemas ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s,
ASH-[Ru(NO»)(bdq)(tpy)]PFs € ASH—[Ru(NO)(bd)(tpy)]PFs sdao positivos. Entdo, pode-se
constatar que a interagdo entre a ASH e os complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s,
[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs sdo determinadas, basicamente, por
interagdes hidrofobicas. Os valores de AH* e AS* calculados para o sistema
ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s sdao negativos. Portanto, pode-se inferir que a interacao entre a
ASH e o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PF¢)3 ¢ determinada, predominantemente, por ligagdes
de hidrogénio.

A distingdo entre a natureza das interagdes determinadas para os complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs — sendo estas
interagdes hidrofobicas — e aquelas para o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)3 — sendo estas
ligacdes de hidrogénio — ¢ justificada considerando-se os valores de log P obtidos para os
complexos.

Os resultados de log P obtidos para os complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s3,
[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs, [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs); e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs sdo apresentados
na sessao 4.1.5. Analisando-se os resultados de log P, observa-se que os complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs sdo mais
hidrofilicos, se comparados ao complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s.

Considerando-se os complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]|PFs e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, sendo estes mais hidrofilicos, se comparados ao complexo
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)3, justifica-se a interagdo entre a ASH e os mesmos via interagcdes
hidroboficas da seguinte forma: A ASH, quando isolada dos ions complexo, tém suas cavidades
proteicas preenchidas com moléculas de solvente (H20). Os ions complexo
[Ru(bdq)(tpy)(NO)]**, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]" e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]?, por serem mais
hidrofilicos, interagem com inimeras moléculas de H»O. Para que haja as interagdes
ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3, ASH-[Ru(NOy)(bd)(tpy)]PFs e
ASH-[Ru(NOy)(bd)(tpy)]PFs, € necessario que ocorra o rompimento das esferas de solvatagao
dos ions complexo e, ainda, que os mesmos “expulsem” as moléculas de H>O que preenchem
as cavidades proteicas da ASH. Quando ha o rompimento das esferas de solvatagdo dos ions
complexo, ha o consumo de energia do sistema, uma vez que a energia necessaria para o
rompimento das esferas de solvatagdo ¢ maior, se comparadas a energia necessdria para a

formagdo das mesmas. Assim, conclui-se que se trata de um processo endotérmico, ou seja,
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AH*> 0. Quando ha a “expulsdo” das moléculas de H,O que preenchem as cavidades proteicas
da ASH, ha o aumento dos graus de liberdade da ASH e, consequentemente, ha um aumento
do grau de desordem do sistema. Entdo, constata-se que se trata de um processo com o aumento
da entropia do sistema, ou seja, AS* > 0. Portanto, as interagdes hidrofobicas tornam-se
determinantes nos sistemas ASH—[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)3, ASH-[Ru(NOz)(bdq)(tpy)]PFs €
ASH-[Ru(NOy)(bd)(tpy)]PFs, fato este que ndo impede que haja outros tipos de interagdes nos
sistemas em questao (ROSS & SUBRAMANIAN, 1981; LAKOWICZ, 2006).

Tendo em vista o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s, sendo este menos hidrofilico, se
comparado aos demais complexos, justifica-se a interagao entre a ASH e o mesmo via ligagdes
de hidrogénio da seguinte maneira: O ion complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)]**, por ser menos
hidrofilico, diferente dos demais ions complexo ndo interage com tantas moléculas de H2O.
Consequentemente, para que haja a interacdo ASH—[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 € necessério que
ocorra, somente, “expulsdo” das moléculas de H>O que preenchem as cavidades proteicas da
ASH. Quando ha a inser¢ao do ion complexo na cavidade proteica da ASH, ha a formagao das
ligagdes de hidrogénio entre o ion complexo e os residuos de aminodcidos e, consequentemente,
ha tanto a liberagdo de energia para sistema, quanto a diminui¢do dos graus de liberdade da
ASH. Assim, conclui-se que se trata de um processo exotérmico, ou seja,
AH* < 0, com a diminui¢do da entropia do sistema, ou seja, AS* < 0. Portanto, as liga¢des de
hidrogénio tornam-se determinantes no sistema ASH—[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, fato este que
ndo impede que haja outros tipos de interagdes nos sistemas em questdo (ROSS &

SUBRAMANIAN, 1981; LAKOWICZ, 2006).

4.2.4. Avaliaciao Cinética das Interacdes entre a ASH e os Complexos Terpiridina
de Ruténio(II) Doadores de Oxido Nitrico (NO) via Espectroscopia de

Fluorescéncia

Com o intuito de corroborar com as discussdes dos resultados de K, n € dos parametros
termodinamicos obtidos, utilizou-se a técnica de espectroscopia de fluorescéncia, analisando-
se, mais especificamente, a intensidade de fluorescéncia da ASH em presenga de diferentes
concentragcdes dos complexos, em fung¢do do tempo. Os perfis cinéticos para os sistemas
ASH—[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFé)3, ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFé)3,
ASH-[Ru(NO?)(bdq)(tpy)]PFs € ASH—[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs sdao apresentados na Figura 55.
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Figura 55 - Perfis cinéticos para os sistemas ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs); (a),
ASH—[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFé)s (b), ASH—[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs (¢) e
ASH-[Ru(NO,)(bd)(tpy)]PFs (d) a 308 K. [ASH] = 1,0 umol L' (=); [Complexo] = 0 (®); 6,6
(A)e 16,4 pmol L (m).
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Fonte: Autora.

Os perfis cinéticos obtidos para os sistemas ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFé)s,
ASH—[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s, ASH-[Ru(NO)(bdq)(tpy)]PFs e
ASH-[Ru(NO?)(bd)(tpy)|PFs apresentam um decaimento exponencial da intensidade de
fluorescéncia para a ASH, em fun¢do do tempo, em presenca de diferentes concentragdes dos
complexos. Apdés 100 minutos, para os sistemas ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢); e
ASH-[Ru(NOy)(bdq)(tpy)]PFs, e posterior a 50 minutos, para os sistemas
ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 e ASH—[Ru(NO?)(bd)(tpy)]PFs, os valores de intensidade de
fluorescéncia tendem a estabilizarem-se. Tal tendéncia seria um indicativo do equilibrio do
processo de interagdo entre a ASH e os complexos (SHEREEF et al., 2022).

Considerando-se o decaimento exponencial da intensidade de fluorescéncia para a ASH

em presenca de diferentes concentragdes dos complexos, em fun¢do do tempo, os perfis
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cinéticos foram ajustados utilizando-se um modelo matematico de exponencial ndo linear

simples, representado pela Equacao 11.

F=F0+Ae_k/t (11)

em que k ¢ a constante cinética.

Os valores de t e k calculados para os sistemas ASH—[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s3,
ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFé)3, ASH-[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e
ASH-[Ru(NO>)(bdq)(tpy)]PFs sdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 — Constantes cinéticas para os sistemas ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s,
ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, ASH-[Ru(NO»)(bdq)(tpy)]PFs e
ASH—[Ru(NO)(bdq)(tpy)]PFs a 308 K.

Complexo (Complexal t '

(umol L")  (min) (min™)

6.6 2441 0,041

[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s 16.4 116,15 0,009
6.6 10,06 0,099

[Ru(bd)(tpy)(NO)](PF¢)s 16,4 9,51 0,105
6.6 10,50 0,095

[Ru(NO>)(bdq)(tpy)]PFs 16,4 28,65 0,035
[Ru(NO>)(bd)(tpy)]PFs o o o
16,4 6,81 0,147

Fonte: Autora.

O valores de k obtidos para a ASH em presenca dos complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)3 € [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PF¢ tendem a diminuir com o aumento da
concentragcdo dos complexos, pois os valores de tempo de interagdo com a ASH (t) tendem a
aumentar. Uma justificativa para tal tendéncia ¢ a quantidade de espécies em solucdo, uma vez
que ambos os complexos apresentam isdmeros de posicao, observados devido a duas diferentes
conformagdes espaciais do complexo, a depender da posi¢cdo do grupo carboxila (~COOH) do
ligante bdq. Assim, a competicdo entre tais espécies reflete diretamente na tendéncia dos

valores de k.



123

Os valores de k calculados para os sistemas ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs); e
ASH—[Ru(NOz)(bd)(tpy)|PFs tendem a aumentar com o aumento da concentragdo dos
complexos, pois os valores de tempo de interagdo com a ASH (t) tendem a diminuir. Tal
tendéncia ¢ uma evidéncia de que a interagdo entre as espécies € dependente da concentragao
de ambos os complexos.

E de suma importincia ressaltar que, conforme anteriormente descrito, para os
complexos os quais apresentam o ligante bdq em suas esferas de coordenacao, os resultados
cinéticos sao um indicativo de que a velocidade de interagdo entre as espécies diminua devido
a competicdo entre as varias espécies em solugdo. Contudo, os valores de K, (sessdo 4.2.3.2)
evidenciam que, apds a interagdo entre as espécies, ha uma influéncia do co-ligante bdq no que
tange a maior estabilidade das interagdes ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)s e ASH-
[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]|PFs, se comparada aquelas para os complexos os quais apresentam o

ligante bd em suas esferas de coordenagao.

4.2.5. Determinacdo da Transferéncia de Energia por Ressonidncia de Foster
(FRET) entre a ASH e os Complexos Terpiridina de Ruténio(II) Doadores de
Oxido Nitrico (NO)

A avaliagdo da transferéncia de energia por ressonancia de Forster (FRET) entre a ASH
e os nitrosilos complexos, [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)s e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs); e os nitro
complexos, [Ru(NOy)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, €, também, de extrema
relevancia, uma vez que hé a intera¢do entre a ASH e ambos os complexos via mecanismo
dindmico e, consequentemente, pode haver a transferéncia de energia da ASH para os
complexos.

A FRET ¢ utilizada como uma “régua espectroscopica”, a qual determina a distancia
entre o doador — neste caso, o residuo de Trp-214 da ASH — e o receptor — neste caso, os
complexos (RANJBAR, et al., 2013). Para que seja possivel a FRET, ¢ necessario satisfazer
trés condigdes, sendo estas: 1) A molécula doadora deve emitir fluorescéncia; 2) os espectros
de emissdo do doador e absor¢ao do receptor devem sobrepor-se; € 3) as moléculas do doador
e do receptor devem estar proximas, com distancia maxima de 7 nm (VALEUR & BROCHON,
1999; RANJBAR, et al., 2013).

Assim, com o objetivo de avaliar a possibilidade de FRET entre a ASH e os complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s, [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)IPFs e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, utilizou-se o software ae Fluortools. A sobreposi¢do dos espectros de



emissio da ASH

na Figura 56.

Figura 56 — Sobreposicdo dos espectros de emissdao para a ASH e de absorcdo para os
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O grau de sobreposi¢ao espectral entre o espectro de emissdo da ASH e de absor¢ao dos
complexos (J) foi obtido utilizando o software ae Fluortools e os valores de eficiéncia do
processo de transferéncia de energia por ressonancia de Forster (E), distancia critica entre o
doador e o receptor em que a eficiéncia do processo ¢ de 50% (Ry), distancia centro a centro
entre o doador e o receptor (79) foram obtidos conforme descrito na sessao 3.2.3.6, os quais sao

apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 — Determinacdo de FRET para os sistemas ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s,

ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s, ASH-[Ru(NO»)(bdq)(tpy)]PFs e
ASH-[Ru(NO»)(bd)(tpy)]PFs a 308 K.
Sistema J (104 em® M) Ry(nm) ro(nm) E (%)
ASH _[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3 1,417 257 2,59 49
ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)3 2,301 278 2,53 64
ASH-[Ru(NO,)(bdq)(tpy)]PFe 1,420 259 2,66 46
ASH_[Ru(NO;)(bd)(tpy)]PFs 1,043 244 281 30

Fonte: Autora.

Os valores de J calculados para os sistemas ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF)s3,
ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, ASH—-[Ru(NO)(bdq)(tpy)]PFs e
ASH-[Ru(NOy)(bd)(tpy)]PFs, obtidos integrando-se a area de sobreposi¢do dos espectros de
emissao para a ASH e de absor¢do para os complexos em um intervalo de 290 a 500 nm, sao
de 1,417;2,301; 1,420; e 1,043x10'* cm® M™!, respectivamente, os quais representam o grau de
sobreposi¢dao espectral entre espectro de emissdo da ASH e os espectro de absor¢do dos
complexos.

Os valores de Ry calculados para os sistemas em questdo, obtidos utilizando-se K? = 2/3,
N =1,36, ¢ = 0,118 e os valores de J obtidos para os mesmos, sao de 2,57; 2,78; 2,59; e
2,44 nm, respectivamente, os quais representam a distancia critica entre a ASH e os complexos,
onde a eficiéncia do processo ¢ de 50%. (CHATTERIJEE et al., 2012; RANJBAR et al., 2013;
HASHEMPOUR et al., 2020).

Os valores de g calculados para os sistemas, obtidos utilizando-se E=50% e os valores
de Ry obtidos para os mesmos, sdo de 2,59; 2,53; 2,66 e 2,81 nm respectivamente, os quais
representam a distdncia centro a centro entre a ASH e os complexos. Tais valores de r

calculados para ambos os sistemas sdo inferiores a 7 nm e, ainda, estao entre 0,5Ry ¢ 1,5Ry.
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Assim, conclui-se que hd uma alta probabilidade de ocorrer FRET, resultando na supressao de
fluorescéncia intrinseca da ASH (CHATTERIJEE et al., 2012; RANJBAR et al., 2013;
HASHEMPOUR et al., 2020).

4.2.6. Avaliacido dos Sitios de Interacio entre a ASH e os Complexos Terpiridina
de Ruténio(Il) Doadores de Oxido Nitrico (NO) via Espectroscopia de

Fluorescéncia Sincrona (AL = 15 nm/AL = 60 nm)

A avaliagdo dos sitios de interacdo entre a ASH e os nitrosilos complexos,
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)3 e  [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s; e os nitro complexos,
[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, ¢ de suma importancia, uma vez que a ASH
apresenta dois sitios de interagao preferenciais para farmacos, sendo estes o sitio I, localizado
no subdominio IIA, e o sitio I, localizado no subdominio IIIA (PETERS JR., 1995).

Assim, com o proposito de avaliar os sitios de interacdo entre a ASH e os complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s,  [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s,  [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, analisando-se, mais especificamente, possiveis alteracdes nos valores
de comprimento de onda maximo de emissao (Aem) quando AXL = 15 nm e AA = 60 nm, utilizou-
se a técnica de espectroscopia de fluorescéncia sincrona.

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia sincrona ¢ utilizada para analisar-se
mudangas conformacionais em microambientes proteicos especificos da ASH. Quando os
valores de intervalo de varredura (AL) — onde AX = Aem - Aexe — s30 fixados em 15 e em 60 nm,
os resultados de emissdo de fluorescéncia sincrona apresentam informagdes sobre mudancgas
conformacionais em microambientes proteicos proximos aos residuos de Tyr e
Trp-214, respectivamente (CHAVES et al., 2019).

Os espectros de supressao de fluorescéncia sincrona obtidos para a ASH em presenga
dos nitrosilos complexos, [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)3 e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PF¢); e dos nitro
complexos, [Ru(NO»2)(bdq)(tpy)]PFs e [Ru(NO:)(bd)(tpy)]PFs, quando AL = 15 nm e

AL = 60 nm, sdo apresentados nas Figuras 57 e 58, respectivamente.
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Figura 57 — Espectros de supressdo de fluorescéncia sincrona (AL = 15 nm) para a ASH em
presenga dos complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs); (a), [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs); (b),
[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs (¢) € [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs (d), em PBS (pH = 7,40) a 308 K durante
24 h. Janelas de excitacdo/emissdo: 5/20 nm. [ASH] = 1,0 umol L (-); [Complexo] =
0-16,4 pmol L' [1,0 (4); 1,7 ()3 2,3 ( ); 3,3 (+); 5,0 (-); 6,6 ( ); 8,3 (-); 9,9 (-); 11,5 (-);
13,2 (-); 14,8 (-); 16,4 umol L' (—)].
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Figura 58 — Espectros de supressdo de fluorescéncia sincrona (AL = 60 nm) para a ASH em
presenca dos complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFes); (a), [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe); (b),
[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs (¢) € [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs (d), em PBS (pH = 7,40) a 308 K durante
24 h. Janelas de excitagio/emissdo: 5/20 nm. [ASH] = 1,0 umol L' (-); [Complexo] = 0-16,4
pmol L [1,0 (=); 1,7 (-)5 2,3 ( ); 3.3 (-); 5,0 (7); 6,6 (1 ); 8,3 (-); 9,9 (4); 11,5 (-); 13,2 (-);
14,8 (-); 16,4 pmol L (-)].
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Fonte: Autora.

O espectro de emissdao para a ASH em auséncia dos complexos, quando AA = 15 nm,
apresenta um maximo de emissdo em 285 nm, atribuida a emissdo dos residuos de Tyr. Os
espectros sincronizados para a ASH em presenga dos complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s e
[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFes também apresentam um maximo de emissdo em 285 nm, contudo com
menores valores de intensidade de fluorescéncia. Como nao foram observadas alteragdes nos
valores de comprimento de onda méximo de emissao para a ASH em presenca dos complexos,
conclui-se que os mesmos ndo proporcionam mudangas conformacionais nos microambientes

proteicos proximos aos residuos de Tyr.
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Os espectros sincronizados para a ASH em presenca dos complexos
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, em contrapartida, exibem alteracdes nos
valores de comprimento de onda maximo de emissdo para a ASH, de 285 para 278 nm, para
ambos os complexos. Tal alteracao, para a regiao do azul, indica que os complexos propiciam
mudangas conformacionais nos microambientes proteicos proximos aos residuos de Tyr, e,
além disso, que os residuos de aminoacidos ao redor dos mesmos se encontram em um
microambiente hidrofobico e estdo menos expostos ao solvente (RANJBAR et al., 2013; XU et
al., 2017). A inser¢do dos complexos em um microambiente hidrofoébico ¢ justificada
considerando-se os valores de log P para os mesmos, pois estes sdo mais hidrofobicos, se
comparados aos complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s e [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs.

O espectro de emissdo para a ASH em auséncia dos complexos, quando AA = 60 nm,
apresenta um maximo de emissd@o em 280 nm, atribuida a emissdo do residuo de Trp-214. Os
espectros sincronizados para a ASH em presenga dos complexos [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs); e
[Ru(NOz)(bd)(tpy)]PFs também apresentam um maximo de emissao em 280 nm, entretanto
com menores valores de intensidade de fluorescéncia, se comparados aquele em auséncia dos
complexos. Como ndo foram observadas alteracdes nos valores de comprimento de onda
maximo de emissdo para a ASH em presenca dos complexos, constata-se que 0s mesmos nao
proporcionam mudangas conformacionais nos microambientes proteicos proximos ao residuo
de Trp-214.

Os espectros sincronizados para a ASH em presenca dos complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)3 e [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs exibem alteracdes discretas nos valores
de comprimento de onda méximo de emissao para a ASH, de 280 para 281 nm, para ambos os
complexos. Tal alteracdo, para a regido do vermelho, indica que os complexos propiciam
mudangas conformacionais nos microambientes proteicos proximos ao residuo de Trp-214 e,
além disso, que os residuos de aminoacidos ao redor dos mesmos se encontram em um
microambiente hidrofilico e estdo mais expostos ao solvente (RANJBAR et al., 2013; XU et
al.,2017). A inser¢ao dos complexos em um microambiente hidrofilico € justificada, também,
considerando-se os valores de log P para os mesmos, pois estes sdo mais hidrofilicos, se

comparados aos complexos [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)3 € [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs.
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4.3. Avaliacdo das Interacées entre a ASH e os Aqua Complexos Terpiridina de

Ruténio(II)

Considerando-se que os nitrosilos complexos, [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢): e
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, e os nitro complexos, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, sdo potenciais doadores de 6xido nitrico (NO) em meio bioldgico, a
avaliacdo das interacdes entre a ASH e os possiveis produtos da liberagao do NO, sendo estes
os aqua complexos terpiridina de ruténio(Il) do tipo [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 (de LIMA et al.,2006), sdo parametros de extrema relevancia, uma
vez que a afinidade entre a ASH e tais complexos estd diretamente relacionada a quao bem os
mesmos serdo, difundidos, metabolizados e, finalmente, excretados em condi¢des fisioldgicas,
apos a liberacao do NO.

Assim, com a finalidade de avaliar as interagdes entre a ASH e os aqua complexos,
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, utilizou-se das mesmas técnicas
anteriormente descritas para os nitrosilos e nitro complexos. Além das analises
espectroscopicas, foram realizadas analises eletroquimicas, mais especificamente, analises via
voltametria de pulso diferencial (VPD).

Inicialmente, utilizou-se a técnica de espectroscopia na regido do UV/Visivel. Os
espectros de absor¢do na regido do UV/Visivel obtidos para a ASH em presenca dos aqua
complexos, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, sdo apresentados na
Figura 59.
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Figura 59 — Espectros de absor¢do na regido do UV/Vis. para a ASH e os complexos
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 (a) e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PF¢)2 (b), em PBS (pH = 7,4) a 308 K
durante 24 h. [ASH] = 1,0 pmol L! (-); [Complexo] = 0-16,4 pmol L' [1,0 (-); 1,7 (-); 2,3
(33()50);66();83();99()11,5(-);132( ); 148 (-); 16,4 pmol L (-)].
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Fonte: Autora.

Assim, conforme observado para os nitrosilos e nitro complexos, analisando-se os
espectros de absor¢do para a ASH em presenca de diferentes concentragdes dos aqua
complexos, conclui-se que nao ha alteragdes nos perfis espectrais apos a adi¢ao dos complexos.
Entdo, verifica-se que apenas os resultados obtidos via técnica de UV/Visivel sdo insuficientes
para inferir se hd ou ndo a interag¢do entre a ASH e os aqua complexos.

Portanto, com o intuito de avaliar as interacdes entre a ASH e os complexos
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 € [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, utilizou-se a técnica de espectroscopia
na regido do IV. Os espectros vibracionais obtidos para a ASH em presenca dos aqua
complexos, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, sdo apresentados na
Figura 60.



132

Figura 60 — Espectros vibracionais na regido do IV para a ASH em auséncia (—) e em presenga
dos complexos [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 (—) e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFe)2 ( ).

v=1656 cm’ v=1549 cm’’

Absorbancia

1800 1700 1600 1500 1400
Ntmero de Onda (cm™)

Fonte: Autora.

Em  presenca  dos aqua  complexos, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, 0s espectros vibracionais obtidos para a ASH apresentam alteragdes
tanto no estiramento atribuido a amida I, quanto no estiramento caracterizado pela amida II. No
caso do complexo [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2, houve os deslocamentos de 1656 cm™ para
1648 cm™! (Av = 8 cm™), e de 1549 cm™ para 1543 cm™! (Av = 6 cm™). No caso do complexo
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, houve os deslocamentos de 1656 cm™ para 1647 cm™! (Av=9 cm™),
e de 1549 cm! para 1539 cm™ (Av =10 cm™).

Tais alteragdes nos perfis espectrais da ASH em presenca dos complexos
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)> e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)> sdo devido a mudancgas
conformacionais na estrutura secundaria da ASH. Assim, como foram observadas alteragdes
nos perfis espectrais apos a adicdo dos complexos, tem-se um indicativo de que h4 a interagao
entre a ASH ¢ os mesmos (HUANG et al., 2016).

Entdo, considerando-se que ha a interacdo entre a ASH e os aqua complexos,
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 € [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, com o objetivo de obter-se parametros
de tais interagdes, utilizou-se dos espectros de supressdo de fluorescéncia obtidos e dos
tratamentos matematicos anteriormente apresentados (4.2.3) (LAKOWICZ, 2006). Os
espectros de supressao de fluorescéncia obtidos para a ASH em presenca dos aqua complexos,

[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 € [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, sdo apesentados na Figura 61.
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Figura 61 — Espectros de supressdo de fluorescéncia da ASH em presenca dos complexos
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 (a) e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 (b), em PBS (pH = 7,4) a 308 K
durante 24 h. Aexe = 280 nm. Janelas de excitagdo/emissdo: 5/20 nm. [ASH] = 1,0 umol L' (-);
[Complexo] = 0-16,4 pmol L [1,0 (—); 1,7 (-); 2,3 ( );3,3(-); 5,0 (5); 6,6 ( ); 8,3 (-); 9,9
(—); 11,5 (-); 13,2 (); 14,8 (—); 16,4 pmol L™ (-)].
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Fonte: Autora.

Semelhante ao observado para os nitrosilos e nitro complexos, os espectros de emissao
para a ASH em presenca de diferentes concentragdes do complexo [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2
(Figura 61 (a)) apresentam maximos de emissdo em 335 nm, contudo com menores valores de
intensidade de fluorescéncia. A diminuigao das intensidades de fluorescéncia da ASH ¢ devido
a mudangas conformacionais nos microambientes proteicos proximos aos residuos de
aminoacidos aromaticos. Assim, conclui-se que ha a interacdo entre a ASH e o complexo
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)o.

Os espectros de emissdo para a ASH em presenca de diferentes concentracdes do
complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 (Figura 61 (b)) apresentam uma tendéncia de diminui¢ao
das intensidades de fluorescéncia da ASH, entretanto os maximos de emissdo sao intrinsecos
ao complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)..

Tendo em vista a fluorescéncia intrinseca ao complexo [Ru(H2O)(bd)(tpy)](PF¢)2, as
intensidades relativas de fluorescéncia da ASH em presenca do mesmo foram corrigidas,
considerando-se o valores de intensidade de fluorescéncia observadas para cada uma das

concentra¢des do complexo utilizadas (1,0-16,4 umol L) (Figura 62).
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Figura 62 — Espectros de fluorescéncia para o complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)> em PBS
(PH = 7,4) a 308 K. Aexe = 280 nm. Janelas de excitagdo/emissdo: 5/20 nm.
[Complexo] = 1-16,4 umol L' [1,0 (=); 1,7 (—); 2,3 (-): 3,3 ( ); 5,0 (-); 6,6 (—); 8,3 ( ); 9,9
(+); 11,5 (-); 13,2 (-); 14,8 (- ); 16,4 pmol L™ (-)].
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Fonte: Autora.

Os graficos de Fo/F em funcdo da concentragdo dos complexos
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, utilizados para a determinagdo dos
valores de Ksy, e os graficos de log{(Fo-F)/F} em fun¢do do logaritmo da concentragdo dos
complexos, utilizados para a determinagao dos valores de K. e n, sdo apresentados nas Figuras

63 ¢ 64.
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Figura 63 — Graficos de Stern-Volmer sobre as interacdes entre a ASH e os complexos
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 (a) e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 (b) em PBS (pH =7,4) a298 K (o),
303 K (A) e 308 K (m) durante 24 h. Aexc = 280 nm. Janelas de excitagdo/emissdo: 5/20 nm.
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Fonte: Autora.
[RubdqH»0] = Concentra¢do do complexo [Ru(H>O)(bdq)(tpy)](PFs)2;
[RubdH,O] = Concentragio do complexo [Ru(H.O)(bd)(tpy)](PFs)..

Figura 64 — Graficos de log{(Fo-F)/F} em funcdo de log [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs) (a) e
log [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 (b) em PBS (pH = 7,4) a 298 K (e), 303 K (A) ¢ 308 K (m)

durante 24 h.
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Fonte: Autora.
[RubdqH20] = Concentragdo do complexo [Ru(HO)(bdq)(tpy)](PFs)2;
[RubdH,0O] = Concentragdo do complexo [Ru(H,O)(bd)(tpy)](PFs)-.

Utilizando-se de regressoes lineares, foram calculados os valores de Ksv, Ka e n para os
sistemas ASH—[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 ¢ ASH-[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)> em diferentes

temperaturas, apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15 — Constantes de Stern-Volmer (Ksv) e constantes de associacao (Ka,) para os sistemas
ASH-[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)> e  ASH-[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)> em  diferentes

temperaturas durante 24 h de interagao.

Sistema T(K) Ksv(x10°M')  R? Ka (x 10° M) / n R?

298 1,775 0,114 0,9373 0,034 + 0,002 / 0,43 0,9319
ASH-[Ru(H,0)(bdq)(tpy)](PFs). 303 1,321 +£0,856 09210  7,678+0,375/0,97  0,8082
308 1,555+£0250 09612  13,570+0,548/0,99  0,9798

298 1437+0,321  0,9292 298,558 £4,861 /128  0,9591
ASH-[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs). 303 2,184+0490  0,9646 1307,401 + 149,686 /1,45 0,9453
308 2,114+0,448  0,9415  35,952+£2,924/1,08  0,9398

Fonte: Autora.
Dados expressos como média + desvio padrao de experimentos realizados em duplicata.
R? ¢ o coeficiente de correlagdo para os valores de Ksy € K.

Os valores de Ksv calculados para os sistemas ASH—[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e
ASH—[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)> tendem a manter-se inalteraveis, considerando-se os valores
de desvio padrao para as médias, mesmo com a elevagao da temperatura. Tal tendéncia seria
um indicativo de que a interacdo entre a ASH e os complexos se dé via mecanismo estatico.
Além disso, os valores de kq calculados apresentam ordem de grandeza de 10'2, sendo estes
superiores a taxa maxima de difusdo constante da ASH, de 5x10° M! s (LAKOWICZ, 2006;
CACITA & NIKOLAOU, 2016). Tal afirmagdo seria mais um indicativo de que a interacao
entre a ASH e os complexos se dé via mecanismo estatico.

Com o proposito de fazer a distingdo exata entre os mecanismos como estatico ou
dinamico, as analises de fluorescéncia resolvida no tempo da ASH em auséncia e em presenga
dos aqua complexos, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)>, foram realizadas

e os valores de tempo de vida de fluorescéncia obtidos sdo apresentados nas Tabelas 16 e 17.
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Tabela 16 — Tempo de vida de fluorescéncia da ASH em fung¢do da concentragdo do complexo
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2.
[Complexo] 7l T2 73 Al A2 A3 <t>

T (K)
(umol L) (ns)  (ms) () (%) (%) (%) (n)
- 641 248 038 5553 3959 488 4,56
298 6,6 6,08 254 063 5181 3820 998 4,18
16,4 572 231 057 4240 4564 1197 2,62
- 628 245 039 5271 4180 549 4,35
308 6,6 6,05 256 0,62 50,16 3993 991 4,11
16,4 562 228 058 4229 4566 12,05 3,49

Fonte: Autora.

Tabela 17 — Tempo de vida de fluorescéncia da ASH em fung¢do da concentragdo do complexo
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)o.
[Complexo] 1l T2 13 Al A2 A3 <t>

T (K)
(umol L) (ns) (ms) () (%) (%) (%) (n9)
- 641 248 038 5553 3959 488 4,56
298 6,6 636 2,69 063 51,33 3994 873 4,38
16,4 623 2,67 067 5250 3847 9,03 4,36
- 628 245 039 5271 4180 549 4,35
308 6,6 586 247 063 5532 36,06 862 4,18
16,4 623 2,70 0,67 4997 4036 9,66 4,26

Fonte: Autora.

Os valores de tempo de vida de fluorescéncia para os sistemas
ASH—[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 ¢ ASH-[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs) tendem a diminur, com a
elevacao da concentracao dos complexos. Tal tendéncia seria um indicativo de que a interacao
entre a ASH e os complexos se dé via mecanismo dinamico (LAKOWICZ, 2006; CACITA &
NIKOLAOU, 2016). Assim, conclui-se, em presenca dos aqua complexos,
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, hd a contribuicdo de ambos os
mecanismos de supressao de fluorescéncia da ASH, estético e dinamico.

Os valores de K, e n calculados para o sistema ASH—[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)> tendem
a aumentar, com a elevagdo da temperatura, o que seria um indicativo de que a interacao entre

a ASH e o complexo se torne mais estavel, a depender da temperatura. Contudo, os valores
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calculados para o sistema ASH—[Ru(H2O)(bd)(tpy)](PF¢)> tendem a diminuir, o que seria uma
sugestao de que a interacdo entre a ASH e o complexo se torne menos estavel, a depender da
temperatura.

Diferentemente dos resultados obtidos para os nitrosilos e os nitro complexos, os valores
de Ksy — tanto para o complexo [Ru(H>O)(bdq)(tpy)](PFs)2, quanto para o complexo
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)> — e os valores de K, para o complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)> ndo
apresentam tendéncias bem definidas, bem como nao exibem altos valores de fator de corregao
(R?). Tais resultados sdo observados, possivelmente, devido a mistura de diferentes espécies
em solucdo, tanto para o complexo [Ru(H>O)(bdq)(tpy)](PFs)2, quanto para o complexo
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFé)2.

Para a avaliacdo das interagdes entre a ASH e os aqua complexos, utiliza-se de uma
solugdo tampao fosfato salino (PBS). A presenta de ions cloreto (CI) em solugdo, uma vez que
na preparacdo do PBS adiciona-se 0,026mol L' de KCl e 1,37 mol L' de NaCl, propicia a
conversao parcial das espécies aqua a espécies cloreto. As espécies aqua, por sua vez, sao
parcialmente convertidas as espécies hidroxido, conforme descrito pelos resultados obtidos via
CLAE (sessao 3.2.2.3), proporcionando, assim, uma mistura de diferentes espécies em solucao,

para ambos os complexos (Esquema 3).

Esquema 3 — Representacdo simplificada da conversdo das espécies aqua (H>O) a cloreto
(CI') e hidréxido (OH") em complexos de ruténio(II).
Ru'-H,0 + CI' 2 { Ru'~H,0-----CI' } 2 Ru-CI' + H,O
Ru'-CI' + H>0 = { Ru"-CI'-----H,0 } = Ru'- H,O + CI 4)
Ru'-H,0 + OH = { Ru"~H,0-----OH" } = Ru'~OH" + H,0

As espécies aqua, cloreto e hidroxido, provavelmente, competem entre si, a fim de
inserirem-se nos arcaboucos proteicos da ASH. A competicao entre tais espécies, entdo, reflete
diretamente nos valores das constantes e dos fatores de correcdo (R?).

Apo6s a determinacdo dos valores de Ksv, Ka e n, semelhante ao reportado para os
nitrosilos e nitro complexos, foram calculados os valores de das variagdes de entalpia (AH?),
entropia (AS*) e energia livre de Gibbs (AG*) de ativagio para os sistemas
ASH-[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)> € ASH-[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, apresentados na Tabela
18.
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Tabela 18 — Parametros termodinamicos para os sistemas ASH—[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e
ASH-[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)..

Sistema T(K) AH?(kJmol') AS*(Imol') AG* (kJ mol?)
298 -10,95
ASH-[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFe). 303 463 1589 -18,90
308 26,84
298 32,91
ASH-[Ru(H,0)(bd)(tpy)](PFe). 303 -148 -387 -30,98
308 -29,04

Fonte: Autora.

Os valores de AG* calculados para os sistemas ASH-[Ru(H.O)(bdq)(tpy)](PFs): €
ASH-[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 sdo negativos. Assim, pode-se concluir que a interagdo entre a
ASH e os complexos ¢ espontanea.

Os valores de AH* e AS* calculados para os sistemas ASH-[Ru(H>0)(bdq)(tpy)](PFs)2,
sdo positivos. Entdo, pode-se constatar que a interacdo entre a ASH e o complexo ¢
determinada, basicamente, por interagdes hidrofobicas. Os valores de AH* e AS* calculados
para o sistema ASH—[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 sao negativos. Portanto, pode-se inferir que a
interacdo entre a ASH e o complexo ¢ determinada, predominantemente, por ligacdes de
hidrogénio. Entretanto, ¢ de extrema relevancia ressaltar que as sugestdes das possiveis
naturezas das interagdes entre a ASH e os aqua complexos sdo uma estimativa, ja que, para
ambas as espécies, hd uma mistura entre as espécies aqua, cloreto e hidréxido em solugao.

Posterior a determinagdo dos valores de Ksy, K, n € dos parametros termodinamicos,
conforme descrito para os nitrosilos e nitro complexos, com a finalidade de avaliar cinética das
interagdes entre a ASH e aqua complexos, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs). e
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, utilizou-se a técnica de espectroscopia de fluorescéncia, analisando-
se, mais especificamente, a intensidade de fluorescéncia da ASH em presenca de diferentes
concentragcdes dos complexos, em fungdo do tempo. Os perfis cinéticos para os sistemas
ASH-[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 ¢ ASH-[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 sdo apresentados na Figura
65.
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Figura 65 — Perfis cinéticos para os sistemas ASH-[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 (a) e
ASH-[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 (b) a 308 K. [ASH] = 1,0 umol L (=); [Complexo] = 0 (e);

6,6 (A)e 16,4 pmol L' (m).
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Fonte: Autora.

Semelhante ao observado para os nitrosilos e nitro complexos, os perfis cinéticos
obtidos para 0s sistemas ASH—[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e
ASH—[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)> apresentam um decaimento exponencial da intensidade de
fluorescéncia para a ASH, em fun¢do do tempo, em presenca de diferentes concentragdes dos
complexos. Apds 100 minutos, para o sistema ASH—[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2, € posterior a
50 minutos, para o sistema ASH-[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, os valores de intensidade de
fluorescéncia tendem a estabilizarem-se. Tal tendéncia seria um indicativo do equilibrio do
processo de interacgdo entre a ASH e os complexos (SHEREEF et al., 2022).

Os valores de t e k calculados para os sistemas ASH-[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs) e
ASH-[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 sdo apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19 — Constantes cinéticas para os sistemas ASH—[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)> e
ASH-[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 a 308 K.

[Complexo] t k
Complexo

(emol L)  (min) (min™)

6,6 15,83 0,063
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFe)>

16,4 20,24 0,049

6.6 11,66 0,086
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2

16,4 3,65 0,274

Fonte: Autora.

Os wvalores de k obtidos para a ASH em presenca dos complexos
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)> apresentam a mesma tendéncia
observada para os nitrosilos e nitro complexos, reinterando a influéncia do co-ligante bdq.

Apbs a determinagdo dos valores de Ksy, Ka, n, dos parametros termodinamicos e das
avaliagOes cinéticas, conforme descrito para os nitrosilos e nitro complexos, com o intuito de
avaliar a possibilidade de FRET entre a ASH e os aqua complexos, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2
e [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2, a sobreposi¢do dos espectros de emissdao da ASH e de absor¢ao

dos complexos foi avaliada (Figura 66).
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Figura 66 — Sobreposicdo dos espectros de emissdo para a ASH e de absorcdo para os
complexos [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 (a) e [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 (b), em PBS (pH =
7,4). [ASH] = 1,0 pmol L' (---); [Complexo] = 11,5 pmol L (-).
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Fonte: Autora.

O grau de sobreposi¢do espectral entre o espectro de emissdo da ASH e de absor¢ao dos
complexos (J) foi obtido utilizando o software ae Fluortools e os valores de eficiéncia do
processo de transferéncia de energia por ressonancia de Forster (£), distdncia critica entre o
doador e o receptor em que a efici€éncia do processo ¢ de 50% (Ry), distancia centro a centro
entre o doador e o receptor () foram obtidos conforme descrito na sessao 3.2.3.6, os quais sao

apresentados na Tabela 20.
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Tabela 20 — Determina¢do de FRET para os sistemas ASH—[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e
ASH—[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 a 308 K.

Sistema J(x10¥ em® M) Ry(nm) ro(nm) E (%)
ASH-[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFe)2 0,804 234 2,59 35
ASH-[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs) 1,164 249 321 8

Fonte: Autora.

Os valores de 7y calculados para os sistemas, obtidos utilizando-se E=50% e os valores
de Ry obtidos para os mesmos, sdo de 2,59 e 3,21 nm respectivamente, 0s quais representam a
distancia centro a centro entre a ASH e os complexos. Tais valores de » calculados para ambos
os sistemas sdo inferiores a 7 nm e, ainda, estdo entre 0,5Ry ¢ 1,5Ry. Assim, conclui-se que ha
uma alta probabilidade de ocorrer FRET, resultando na supressdo de fluorescéncia intrinseca
da ASH (CHATTERIJEE et al., 2012; RANJBAR et al., 2013; HASHEMPOUR et al., 2020).

Com o objetivo de avaliar os sitios de interacdo para a ASH e os aqua complexos,
utilizou-se dos espectros de supressdo de fluorescéncia sincrona obtidos. Os espectros de
supressdo de fluorescéncia sincrona obtidos para a ASH em presenga do aqua complexo,

[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2, quando AAL = 15 nm e AA = 60 nm, sdo apresentados na Figura 67.

Figura 67 — Espectros de supressdo de fluorescéncia sincrona (AA=15 nm (a) e AA=60 nm (b))
para a ASH em presenca do complexo [Ru(H>0)(bdq)(tpy)](PFs)2, em PBS (pH=7,4) a 308 K
durante 24 h. Janelas de excitacio/emissio: 5/20 nm. [ASH] = 1,0 umol L' (-);
[Complexo] = 0-16,4 pmol L' [1,0 (-); 1,7 (-); 2,3 ( ); 3,3 (-); 5,0 (-); 6,6 ( ); 8,3 (); 9,9
(—); 11,5 (-); 13,2 (); 14,8 (—); 16,4 pmol L' (-)].
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Fonte: Autora.
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Os espectros sincronizados para a ASH em presenca do complexo
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2, quando quando AA = 15 nm, apresentam um maximo de emissao
em 285 nm, contudo com menores valores de intensidade de fluorescéncia. Como ndo foram
observadas alteracdes nos valores de comprimento de onda maximo de emissao para a ASH em
presenca do complexo, conclui-se que o mesmo nao proporciona mudangas conformacionais
nos microambientes proteicos proximos aos residuos de Tyr.

Os espectros sincronizados para a ASH em presenga do complexo
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2, quando AA = 60 nm, exibem alteragdes discretas nos valores de
comprimento de onda maximo de emissdo para a ASH, de 280 para 281 nm. Tal alteragdo, para
a regido do vermelho, indica que o complexo propicia mudancas conformacionais nos
microambientes proteicos proximos ao residuo de Trp-214 e, além disso, que os residuos de
aminoacidos ao redor do mesmo se encontram em um microambiente hidrofilico e estdao mais
expostos ao solvente (RANJBAR et al., 2013; XU et al., 2017).

Os espectros de supressao de fluorescéncia sincrona obtidos para a ASH em presenga
do aqua complexo, [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, quando AL = 15 nm e AA = 60 nm, ndo foram
obtidos, uma vez que héd a emissdo de fluorescéncia sincrona intrinseca ao complexo (Figura

68).

Figura 68 — Espectros de fluorescéncia sincrona (AL = 15 nm (-) e AL = 60 nm ( )) para o
complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, em PBS (pH=7,4) a 308 K. Janelas de excitagdo/emissao:

5/20 nm.
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Fonte: Autora.

Finalmente, com o propdsito de corroborar com os resultados obtidos durante a
avaliagdo das interagdes entre a ASH e os aqua complexos, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e

[Ru(H20)(bd)(tpy)](PF¢)2, via andlises espectroscopicas, foram realizadas analises
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eletroquimicas, mais especificamente, analises via voltametria de pulso diferencial (VPD). As
analises via VPD sdo de suma importancia, uma vez que o mecanismo de supressao de
fluorescéncia da ASH em presenga dos aqua complexos tem uma contribuicao estatica, ou seja,
as espécies interagem no estado fundamental e, ainda, ha a possiblidade de diferenciar-se os
processos de oxidagdo centrados no ion metilico Ru'/Ru™ das espécies aqua e cloreto
complexo. Os voltamogramas de pulso diferencial para os aqua complexos,

[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 € [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, sdo apresentados na Figura 69.

Figura 69 - Voltamogramas de pulso diferencial para os complexos
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 (a) e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)> (b) em tampao fosfato (---) e em
PBS (-) (pH = 7,40).
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Fonte: Autora.

O voltamograma de pulso diferencial em sentido anddico da varredura obtido para o
complexo [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 em tampao fosfato (pH = 7,40) exibe apenas um pico, em
+0,67 V vs Ag/AgClsa. Conforme reportado por BONAVENTURA e colaboradores (2009)
para aqua complexos terpiridina de ruténio(Il), o pico em +0,64 V ¢ atribuido ao processo de
oxidacdo centrado no ion metalico Ru'/Ru'",

O voltamograma obtido para o complexo em tampao fosfato salino (PBS) (pH = 7,40)
exibe dois picos, em +0,43 ¢ +0,64 V vs Ag/AgClsa. Tais picos sdo caracterizados pelos
processos de oxidacdo centrados no fon metalico Ru'/Ru'™ do cloreto e do aqua complexo,
respectivamente. O pico em +0,43 V ¢ observado, possivelmente, devido a conversdo parcial
do complexo [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 ao complexo [RuCl(bdq)(tpy)]PFs no meio reacional,
uma vez que na preparagio do PBS adiciona-se 0,026mol L' de KCI e 1,37 mol L' de NaCl.
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Para o complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, 0 voltamograma de pulso diferencial em
sentido anodico da varredura obtido em tampao fosfato (pH = 7,40) exibe dois picos, em +0,24
e 10,65 V vs Ag/AgClsa. O pico em +0,24 V ¢ descrito pelo processo de oxidagdo do ligante
bd do aqua complexo, enquanto o pico em +0,65 V ¢ atribuido ao processo de oxidagao centrado
no ion metélico Ru'/Ru'™ do aqua complexo.

O voltamograma obtido para o complexo em tampao fosfato salino (pH = 7,40) exibe
trés picos, em +0,20; +0,45 ¢ +0,68 V vs Ag/AgClsa. O pico em +0,20 V ¢ caracterizado
processo de oxidacao do ligante bd do aqua complexo, enquanto os picos em +0,45 e +0,68 V

' do cloreto e do aqua complexo,

sdo descritos pelos processos de oxidacio Ru'/Ru
respectivamente.

Os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para os aqua complexos,
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, em presenca da ASH sdo apresentados

na Figura 70.

Figura 70 - Voltamogramas de pulso diferencial para os complexos
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 (a) e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 (b) em presenca da ASH, em PBS
(pH = 7,40). [Complexo] = 0,1 mmol L! (-); [ASH] = 0-4,5 pmol L1[0,5 =) 1,00); 1,5();
2,0 ()25 (53,0 () 3,5 (1); 4,0 (-); 4,5 pmol L' (5)].

[ASH] = 0,5 pmol L! (---).
0,6

0,41
g <
Z Z
024
0,04 ,
02 0.4 0.6 0.8 1.0 02 0.4 0.6 0.8 1,0
E (V) vs. Ag/AgCUKCI_ E (V) vs. Ag/AgCUKCI_

Fonte: Autora.

Analisando-se os voltamogramas de pulso diferencial em sentido anddico da varredura
obtidos para os aqua complexos, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, em
presenca da ASH observa-se que, quando ha a adigdo da primeira aliquota da solucao de ASH,

ha o deslocamento de todos os picos, para potenciais mais altos, bem como ha o aumento das
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intensidades de corrente para os processos de oxida¢io Ru'/Ru'™ dos aqua complexos. Verifica-
se, também, que a ASH apresenta um pico em +0,67 V, proximo aos potenciais de oxidagao
Ru'/Ru'™ dos aqua complexos. Tal aumento das intensidades de corrente pode ser atribuido ao

e do processo de oxidagdo

somatorio das intensidades do processo de oxidagdo Ru'/Ru
intrinseco a ASH.

Em se tratando dos voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o complexo
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2, em presenca da ASH observa-se que, quando a concentragcdo da
ASH ¢ igual ou superior a 1 umol L', ha a diminui¢o das intensidades de corrente proximo ao
potencial de oxidacdo Ru'/Ru' do aqua complexo. Tal observagio é uma evidéncia de que um
complexo ASH-[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2, eletroquimicamente inativo, foi formado,
resultando na diminuigdo da concentragdo do aqua complexo livre em solucdo. Os resultados
obtidos estdo de acordo com os parametros termodinamicos obtidos para tal interagdo, os quais
indicam que a interag@o entre a ASH e o complexo ¢ determinada, basicamente, por interagdes
hidrofobicas (NI et al., 2009).

No caso dos voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o complexo
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, em presenca da ASH verifica-se que, quando hé a adi¢do da segunda
aliquota da solu¢do de ASH, ha uma ligeira diminui¢do da intensidade de corrente préximo ao
potencial de oxidagdo Ru'/Ru™ do aqua complexo. Contudo, apés a adi¢do das sucessivas
aliquotas, ha uma estabilizag¢do das intensidades de corrente. Tal verificagdo € uma sugestao de
que ha a estabiliza¢do da interagdo ASH—[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 quando a concentracdo da
ASH é igual ou superior a 1,5 pmol L.

Além disso, para ambos os complexos observa-se que, quando ha a adicdo das
sucessivas aliquotas da solu¢do de ASH, h4 o aumento das intensidades de corrente para os

M dos cloreto complexos. Estas e as

processos de oxidagdo centrado no ion metéalico Ru'/Ru
demais alteragdes apresentadas nos perfis voltamétricos dos aqua complexos,
[Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 € [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, em presenca da ASH sdo atribuidas a
mudangas no ambiente molecular dos complexos, sendo tais mudangas caracterizadas pela

interacao entre a ASH e os mesmos (PENG et al., 2016).
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5. CONCLUSOES

As andlises elementares e via espectrometria de massas (EM), cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), espectroscopia na regidao do infravermelho (IV) e espectroscopia na
regido do ultravioleta e visivel (UV/Visivel), bem como a determinagao dos valores de
condutividade, solubilidade e log P, auxiliaram na caracterizag¢do e elucidagdo das estruturas
quimicas propostas para os nitrosilos complexos, [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PF¢)3 e
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, para os nitro complexos [Ru(NO7)(bdq)(tpy)]PFs e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]JPFs e para os aqua complexos, [Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)> e
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFé)2.

A avaliagcdo das interacdes entre a ASH e os complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s,
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFe, [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs,
Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 via espectroscopia na regido do IV
demonstrou que os complexos proporcionam mudancas conformacionais na estrutura
secundaria da ASH, mais especificamente nas a-hélices da proteina, sendo este um indicativo
de que houve a interacdo entre as espécies em questao. Posteriormente os estudos via
espectroscopia de fluorescéncia indicaram que hé a interacdo entre as espécies, sendo que os
mecanismos de supressao de fluorescéncia da ASH em presenga dos nitrosilos complexos e dos
nitro complexos sdo dindmico, enquanto para os aqua complexos ha a contribuicdo de ambos
0os mecanismos, estatico e dindmico. Os valores de K, para os sistemas
ASH—[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFé)3, ASH—[Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs,
ASH-[Ru(NO>)(bd)(tpy)]PFs ¢ ASH— Ru(H>0)(bdq)(tpy)](PFs)> sugerem que tais interagdes
sdo estabilizadas com a elevagdo da temperatura. Contudo, para os sistemas
ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs); e ASH— Ru(H20)(bd)(tpy)](PF¢)2, os resultados demonstram
que tais interagdes sdo desestabilizadas com o aumento da temperatura. Os parametros
termodinamicos para 0s sistemas ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFs)s,
ASH—-[Ru(NOz)(bdq)(tpy)]PFs, ASH—-[Ru(NO)(bd)(tpy)]PFs e
ASH- Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)> indicam que as espécies interagem via interagdes
hidrofobicas.  Entretanto, para os sistemas ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs); e
ASH- Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, os resultados sugerem que as espécies interagem via ligagdes
de hidrogénio. As distancias centro a centro entre o residuo de Trp-214 e os complexos
[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)s, [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs,
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs, Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 € [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, estimadas pela

teoria de FRET, demonstram que hé a transferéncia de energia por ressonancia da ASH para os
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complexos, resultando na supressao de fluorescéncia intrinseca da ASH. A avaliacdo dos sitios
de interacdo entre a ASH e os complexos via supressao de fluorescéncia sincrona da ASH indica
que 0s complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe)3, [Ru(NO2)(bdq)(tpy)]PFs e
Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2 encontram-se em um microambiente proteico hidrofilico, proximo
ao residuo de Trp-241, mais expostos ao solvente, enquanto os complexos
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs); e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs estdo situados em um microambiente
proteico hidrofobico, proximo a residuos de Tyr, menos expostos ao solvente.

A avaliagdo das interagdes entre a ASH e os aqua complexos, Ru(H20)(bdq)(tpy)](PFs)2
e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, sugerem que as alteracdes apresentadas nos perfis voltamétricos
dos complexos em presenca da ASH sdo atribuidas a mudangas no ambiente molecular dos

mesmos, sendo tais mudangas caracterizadas pela interagdo entre as espécies.
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ANEXO

Tabela 21 — Constantes de Stern-Volmer (Ksv) e constantes de associacao (Ka) para os sistemas
ASH—[Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFé)3, ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3,
ASH-[Ru(NOy)(bdq)(tpy)]JPFs ¢ ASH—[Ru(NO;)(bd)(tpy)]PFsem diferentes temperaturas

. * . ~
durante minutos  de interagao.

Sistema T(K) Ksv(x10°M7')  R? Ka (x 10° M) R?

298 LI17+£0,023 09477  0,675+£0,195  0,9998
ASH-[Ru(bdq)(tpy)(NO)(PFs)s 303 1,328+0,107  0,9197  0,083+0,034  0,9837
308 1214+0,154  0,9871  4223+£1451  0,9849

298 0,457+0,193 08890  0,027+0,006  0,9407
ASH-[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s 303  0494+0,012 09210  0245+0,044  0,9739
308 0,519+0,154 09169  0,692+0,011 09558

298 0,689+0,065 0,9743  0,145+0,005  0,9737
ASH-[Ru(NO,)(bdq)(tpy)]PFs 303 0,822+0,010 009227  0,172+0,039  0,9925
308 1,040 £0,346  0,9735  2,541+0,041  0,9844

298 0,156+0,036 08249  2,147+0,279  0,8249
ASH-[Ru(NO»)(bd)(tpy)]PFs 303 0,441 +0,170 08227  1,619+0,468  0,9997
308  0,126+0,005 09550  1,850+0,140  0,9856

Fonte: Autora.

Dados expressos como média + desvio padrio de experimentos realizados em duplicata.

R? € o coeficiente de correlagdo para os valores de Ksy € K.

*2 min. de interagdo para os complexos [Ru(bdq)(tpy)(NO)](PFe); e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3; 3 min.
para o complexo [Ru(NO»)(bdq)(tpy)]PFs; € 4 min. para o complexo [Ru(NO,)(bd)(tpy)]PFs.
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